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CORYNEBACTERIUM GLUTAMICUM-GENE, DIE PROTEINE CODIEREN, DIE AN 
DER MEMBRANS YNTH ES E UND AM MEMBRANTRANS PORT BETEILIGT SIND 

5 Hintergrund der Erfindung 

Bestimmte Produkte und Nebenprodukte von natiirlich-v'orkommenden 
Stoffwechselprozessen in Zellen werden in vielen mdustriezweigen 
verwendet, einschliefclich der Nahrungsmittel- , Futtermi.ttel- , 

10 Kosmetik- und pharmazeutischen Industrie. Diese Molekiile, die ge- 
meinsam als "Feinchemikalien" bezeichnet werden, umfassen orgam- 
sche Sauren, sowohl proteinogene als auch nicht-proteinogene 
Aminosauren, Nukleotide Und Nukleoside, Lipide und Fettsauren, _ 
Diole, Kohlehydrate 7 , aromatische Verbindungen, Vitamine und Co - 

15 faktoren sowie Enzyme. Ihre Produktion erfolgt am besten mxttels 
Anzucht von Bakterien im Gro&naBstab, die entwickelt wurden, urn 
grofce Mengen von einem oder mehreren Molekiilen zu produzieren und 
sezernieren. Ein fur diesen Zweck besonders geeigneter Organismus 
ist Corynebacterium glutamicum. ^ein gram-positives, nicht-patho- 

20 genes Bakterium. Uber Stammselektion ist eine Reihe von Mutanten- 
stammen entwickelt worden, die ein Sortiment wunschenswerter Ver- 
bindungen produzieren. Die Auswahl von Stammen, die hinsichtlich 
der Produktion eines bestimmten Molekiils verbessert sind, ist je 
docb ein zeitaufwendiges und schwieriges Verfahren. 



25 



zusammenfassung der Erfindung 



Diese Erfindung stellt neuartige Nukleinsauremolekiile bereit, die 
sich zur identifizierung oder Klassif izierung von Corynebacterium 
30 glutamicum oder verwandten Bakterienarten verwenden lassen. C. 
glutamicum ist ein gram-positives, aerobes Bakterium, das in der 
Industrie fur die Produktion im GroSmaSstab einer Reihe von Fein- 
chemikalien, und auch zum Abbau von Kohlenwasserstof f en (bspw. 
beim Uberlaufen von Rohol) und zur Oxidation von Terpenoiden ge- 
35 meinhin verwendet wird. Die Nukleinsauremolekiile konn en daher zum 
Identifizieren von Mikroorganismen eingesetzt werden, die sich 
zur Produktion von Feinchemikalien, bspw. durch Fermentationsver- 
fahren, verwenden lassen. C. glutamicum selbst ist zwar nicht-pa- 
thogen, jedoch ist es mit anderen corynebacterium- Art en, wie Co- 
AO rynebacterium diphtheriae (dero Erreger der Diphtherie) verwandt. 
die bedeutende Pathogene beim Menschen sind. Die Fahigkeit, das 
Vorhandensein von Corynebacterium-Arten zu identifizieren, kann^ 
daher auch eine signifikante klinische Bedeutung haben, z.B. bei. 
diagnostischen Anwendungen. Diese Nukleinsauremolekule konnen zu- 
45 dem als Bezugspunkte zur Kartierung des C. gl u tami cum-Genoms oder 
von Genomen verwandter Organismen dienen. 
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Diese neuen Nukleinsauremolekiile codieren Proteine, die hier als 
Membrankonstruktions- und Membrantransport- (MCT) -Proteine be- 
zeichnet werden. Diese MCT- Proteine konnen bspw. eine Funktion. 
ausiiben, die am Stoffwechsel (z.B. Biosynthese Oder Abbau) von 
5 verbindungen beteiligt ist, die fur die Membranbiosynthese not- 
wendig sind, oder den Membrantransport von einer Oder mehreren 
Verbindungen in die Zelle oder aus der Zelle unterstiitzen. Auf- 
grund der Verf iigbarkeit von Klonierungsvektoren zur Verwendung. 
in Corynebacterium glutamicum, wie bspw. offenbart in Sinskey 

10 et al US-Patent Nr. 4 649 119, und Techniken zur genetischen 
Manipulation von C. glutamicum und den verwandten Brevibacterrum- 
Arten (z.B. Lac tofermen turn) Yoshihama et al . , J- Bacteriol. 162 
(1985) 591-597.; Katsumata et al., J. Bacteriol. 159 (1984) 
306-311; und Santamaria et al . J. Gen. Microbiol. 130 (1984) 

15 2237-2246), lassen sich die erf indungsgemaSen Nukleinsauremole- 
kule zur genetischen Manipulation dieses Organismus verwenden, urn 
es als Produzenten von einer oder mehreren Feinchemikalien besser 
und effizienter zu machen. Die verbesserte Produktion oder Effi- 
zienz der Produktion einer Feinchemikalie kann auf einer direkten 

20 Wirkung der Manipulation eines erf indungsgemaSen Gens, oder auf 
einer indirekten Wirkung dieser Manipulation beruhen. 

Es gibt eine Reihe von Mechanismen, durch die die Veranderung ei- 
nes erfindungsgemaSen MCT- Proteins die Ausbeute, Produktion und/ 

25 oder die Effizienz der Produktion einer Feinchemikalie aus emem 
C glutamicum-Stamm, der ein solches verSndertes Protein enthalt, 
direkt beeinflussen kannl Diese MCT- Proteine, die am Export der 
Feinchemikalien-Molekule aus der Zelle beteiligt sind. konnen 
eine groSere Anzahl oder hohere Aktivitat aufweisen. so da£ gro- 

30 Sere Mengen dieser Verbindungen in das extrazellulare Medium se- 
zerniert' werden, aus dem sie leichter gewonnen werden. Diese MCT- 
Proteine, die am Import der Nahrstoffe beteiligt sind, die fur 
die Biosynthese von einer oder mehreren Feinchemikalien (z.B. 
Phosphat, Sulfat. stickstoff verbindungen usw. ) notwendig sind, 

35 konnen eine grofcere Anzahl oder hohere Aktivitat aufweisen, so 
dafi diese Vorstufen, Cofaktoren oder Zwischenverbindungen in der 
Zelle in hdherer Konzentration vorliegen. Zudem sind Fettsauren 
und Lipide selbst wunschenswerte Feinchemikalien; durch Optimie- 
ren der Aktivitat oder VergroEern der Anzahl von einem oder meh- 

40 reren erf indungsgemafien MCT-Proteinen, die an der Biosynthese 
dieser verbindungen beteiligt sind, oder durch Beeintrachtigen 
. der Aktivitat von einem oder mehreren MCT-Proteinen, die am Abbau 
dieser Verbindungen beteiligt sind, kann man die Ausbeute, Pro- 
duktion und/oder Effizienz der Produktion von Fettsauren und Li- 

45 pidmolekulen aus C. glutamicum steigern. 
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Die Mutagenese von einem oder mehreren erf indungsgemafcen MCT- 
Genen kann auch MCT-Proteine mit veranderten Aktivitaten hervor- 
bringen, die die Produktion von einer oder mehreren gewunschten 
Feinchemikalien aus C. glutamicum indirekt beeintrachtigen. Bspw. 
5 konnen erf indungsgemaSe MCT-Proteine, die am Export von Abfall- 
produkten beteiligt sind, eine groSere Zahl oder hohere Aktivitat 
aufweisen, so daS die normalen Stof fwechselabf alle der Zelle 
(aufgrund der Uberproduktion der gewiinschten Feinchemikalie mog- 
licherweise in hoherer Quantitat) effizient exportiert werden, 
10 bevor sie die Nukleotide und Proteine in der Zelle beschadigen 
konnen (was die Lebensf ahigkeit der Zelle herabsetzen wurde) oder 
mit den Feinchemikalien-Biosynthesewegen wechselwirken konnen 
(was die Ausbeute, Produktion oder Effizienz der Produktion einer 
gewunschten Feinchemikalien senken wurde) . Die relativ groSen in- 
15 trazellularen Mengen der gewunschten Feinchemikalie konnen selbst 
fur die zelle toxisch sein, bspw. kann man durch Vergrofiern der 
Anzahl an Transportern, die diese Verbindungen aus der Zelle ex- 
portieren konnen, die Lebensf ahigkeit der Zelle in Kultur stei- 
gem. was wiederum bewirkt, da6 eine grofiere Anzahl Zellen in der 
20 Kultur die gewiinschte Feinchemikalie produziert. Die erfindungs- 
gemafien MCT-Proteine konnen auch so manipuliert werden, daE die 
relativen Mengen der unterschied lichen Lipid- und Fettsauremole- 
kiile produziert werden. Dies kann eine erhebliche Auswirkung- auf 
die Lipidzusammensetzung der Zellmembran haben. Da jeder Lipidtyp 
25 unterschiedliche physikalische Eigenschaf ten aufweist, kann eine 
Veranderung der Lipidzusammensetzung einer Membran die Membran- 
fluiditat signifikant verandern. Anderungen der Membranf luiditat 
konnen den Transport der^Molekule uber die Membran sowie die In- 
tegrity der Zelle beeinf lussen, was jeweils eine erhebliche Aus- 
30 wirkung auf die Produktion von Feinchemikalien aus C. glutanucum 
in groSangelegten Fermenterkulturen hat. 

Die Erfindung stellt neue Nukleinsauremolekiile bereit, die Pro- 
teine codieren, die hier als MCT-Proteine bezeichnet werden und 

35 bspw. am Metabolismus von Verbindungen, die fur den Aufbau der 
zellmembranen in C. glutamicum notwendig sind, oder am. Transport 
von Molekxilen uber diese Membranen beteiligt sind. Das MCT-Pro 
tein ist in einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm am Metabolismus von 
Verbindungen, die fur den Aufbau der Zellmembranen in C. glutami- 

40 cum notig sind, oder am Transport von Molekulen uber diese Mem- 
branen beteiligt. Beispiele fur diese Proteine umfassen solche, 
die von den in Tabelle 1 angegebenen Genen codiert werden. 

Bin Aspekt der Erfindung betrifft folglich isolierte Nukleinsau- 
45 remolekiile (bspw. cDNAs) , umfassend eine Nukleotidsequenz, die 
ein MCT-Protein oder biologisch aktive Abschnitte davon codiert, 
sowie Nukleinsaurefragmente, die sich als Primer oder Hybridisie- 
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rungssonden zum Nachwei sen Oder zur Amplif ikation von MCT-codie- 
render Nukleinsaure (bspw. DNA oder mRNA) eignen. Bei besonders 
bevorzugten Ausf uhrungsf ormen umfaSt das isolierte Nukleinsaure- 
molekiil eine der in Anhang A aufgefiihrten Nukleotidsequenzen oder 
5 den codierenden Bereich oder ein Komplement davon von einer die- 
ser Nukleotidsequenzen. In anderen besonders bevorzugten Ausfuh- 
rungsrormen umfaSt das erf indungsgemaSe isolierte Nukleinsauremo- 
lekiil eine Nukleotidsequenz, die an eine in Anhang A angegebene 
Nukleotidsequenz oder einen Abschnitt davon hybridisiert oder 

10 mindestens. zu etwa 50%, vorzugsweise mindestens zu etwa 60%, 
starker bevorzugt mindestens etwa 70%, 80% oder 90% und noch 
starker bevorzugt mindestens etwa 95%. 96%, 97%, .98%, 99% oder 
noch homologer dazu ist. In anderen bevorzugten Ausf uhrungsf ormen 
codiert das isolierte Nukleinsauremolekiil eine der in Anhang B 

15 aufgefiihrten Aminosauresequenzen. Die bevorzugten erf indungsgema- 
Ben MCT-Pro'teine besitzen ebenfalls vorzugsweise mindestens eine 
der hier beschriebenen MCT-Aktivitaten. 

Bei einer weiteren Ausf uhrungsf orm codiert das isolierte Nuklein- 
20 sauremolekiile ein Protein oder einen Abschnitt davon, wobei das 
Protein 'oder sein Abschnitt eine Aminosauresequenz enthalt, die 
zu einer Aminsosauresequenz in Anhang B hinreichend homolog ist, 
bspw zu einer Aminsosauresequenz in. Anhang B derart hinreichend 
homolog ist, daS das Protein oder sein Abschnitt eine MCT-Aktivi- 
25 tat behalt. Vorzugsweise kann das von dem, Nukleinsauremolekiil co- 
dierte Protein oder der Abschnitt davon weiterhin die Fahigkeit 
behalten, am Metabolismus von Verbindungen teilzunehmen, die fur 
den Aufbau der Zellmembranen von C. glutamicum oder den Transport 
von Molekulen iiber diese Membranen notig sind. Bei einer Ausfuh- 
30 rungsform ist das von dem Nukleinsauremolekiil codierte Protein 
mindestens etwa 50%, vorzugsweise mindestens etwa 60% und starker 
bevorzugt mindestens etwa 70%, 80% oder 90% und am starksten be- 
vorzugt mindestens etwa 95%, 96%, 97%, 98% oder 99% oder noch ho- 
mologer zu einer Aminosauresequenz in Anhang B (bspw. eine voll 
35 standige Aminosauresequenz, ausgewahlt aus den in Anhang B ge- 
nannten Sequenzen) . Bei einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungs- 
form ist das Protein ein C. glutamicum-Vollangenprotem, das zu 
einer vollstandigen Aminosauresequenz in Anhang B (die von dem in 
Anhang A gezeigten offenen Leseraster codiert wird) im wesentli- . 
40 chen homolog ist. 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm stammt das iso- 
lierte Nukleinsauremolekiil aus C. glutamicum und codiert ein Pro- 
tein (z.B. ein MCT-Fusionsprotein) , das eine zu einer der Ammo- 
45 sauresequenzen in Anhang B zumindest etwa 50% oder starker homo- 
loge biologisch aktive Domane umfaBt, und am Metabolismus von 
•Verbindungen, die fur den Aufbau der Zellmembran notig sind, und 
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am Transport von Molekiilen iiber diese Membran beteiligt ist, Oder 
eine oder mehrere der in Tabelle 1 angegebenen Aktivitaten auf- 
weist und enthalt ebenfalls heterologe Nukleinsauresequenzen,- die 
ein heterologes Polypeptid oder regulatorische Bereiche codieren. 

5 

Bei einer weiteren Ausf uhrungsf orm ist das isolierte Nuklein- 
sauremolekul mindestens 15 Nukleotide lang und hybridisiert unter 
stringenten Bedingungen an ein Nukleinsauremolekul , das eine 
Nukleotidsequenz aus Anhang A umfaEt. Das isolierte Nukleinsaure- 
10 molekul entspricht vorzugsweise einem natiirlich vorkommenden 
Nukleinsauremolekul. Die isolierte Nukleinsaure codiert starker 
bevorzugt ein natiirlich vorkommendes C. glutamicum-MCT- Protein 
Oder einen biologisch aktiven Abschnitt davon. 

15 Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft Vektoren, bspw. 
rekombinante Expressionsvektoren, die die erf indungsgemafcen 
Nukleinsauremolekiile enthalten, und wirtszellen, in die diese 
Vektoren eingebracht worden sind. Bei einer Aus fiihrungs form wxrd 
zur. Herstellung eines MCT-Proteins eine Wirtszelle verwendet, die 

20 in einem geeigneten Medium gezuchtet wird. Das MCT-Protein kann 
dann aus dem Medium oder der wirtszelle isoliert werden. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft einen genetisch. veran- 
derten Mikroorganismus, bei dem ein MCT-Gen eingebracht oder ver- 

25 andert worden ist. Das Genom des Mikroorganismus ist bei einer 
Ausfuhrungsform durch Einbringen eines erf indungsgemafien Nuklem- 
sauremolekuls verandert worden, das die MCT-Wildtyp- oder die 
mu4tierte MCT-Sequenz als Transgen codiert. Bei einer anderen 
Ausfuhrungsform ist ein endogenes MCT-Gen im Genom des Mikroorga- 

30 nismus durch homologe Rekombination mit einem veranderten MCT-Gen 
verandert, z.B. funktionell disrumpiert, worden. Der Mikroorga- 
nismus gehort bei einer bevorzugten Ausfuhrungsform zur Gattung 
Corynebacterium oder Brevibacterium, wobei Corynebacterium gluta- 
mics besonders bevorzugt ist. Der Mikroorganismus wird in einer 

35 bevorzugten Ausfuhrungsform auch zur Herstellung einer gewiinsch- 
ten Verbindung, wie einer Aminosaure, besonders bevorzugt Lysin, 
verwendet. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft ein isoliertes MCT- 
40 Protein oder einen Abschnitt, bspw. einen biologisch aktiven Ab- 
schnitt davon. Das isolierte MCT-Protein oder sein Abschnitt kann 
in einer bevorzugten Ausfuhrungsform am Metabolismus von Verbin- 
dungen, die fur den Aufbau der Zellmembranen in C. glutamicum 
notwendig sind, oder am Transport von Molekulen uber die Membra- 
45 nen beteiligt sein. Bei einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungs- 
form ist das isolierte MCT-Protein oder ein Abschnitt davon hin- 
reichend homolog zu einer Aminosauresequenz von Anhang B, so daS 
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das Protein oder sein Abschnitt weiterhin am Metabolismus von 
Verbindungen, die fur den Aufbau der Zellmembranen in C. glutami- 
cum notwendig sind, Oder am .Transport von Molekulen tiber die Mem- 
branen beteiligt sein kann. 

5 

Die Erfindung betrifft zudem ein isoliertes MCT-Proteinpraparat . 
Das MCT-Protein umfaSt bei bevorzugten Ausfuhrungsf ormen eine 
Aminosauresequenz aus Anhang B. Bei einer weiteren bevorzugten 
Ausfiihrungsf orm betrifft die Erfindung ein isoliertes Vollangen- 

10 protein, das zu einer vollstandigen Aminosauresequenz aus Anhang 
B (welche von einem offenen Leseraster in Anhang A codiert wird) 
im wesentlichen homolog ist. Bei einer weiteren Ausfuhrungsf orrn 
ist das Protein mindestens zu etwa 50%, vorzugsweise mindestens 
zu etwa 60%, starker bevorzugt mindestens etwa 70%, 80% oder 90% 

15 und am starksten bevorzugt mindestens etwa 95%, 96%, 97%, 98%, . 
Oder 99% oder noch homologer zu einer vollstandigen Aminosaure- 
sequenz aus Anhang B. Das isolierte. MCT-Protein umfafit bei ande- 
ren Ausfuhrungsf ormen eine Aminosauresequenz, die zu mindestens 
etwa 50'% oder mehr zu einer der Aminosauresequenzen aus Anhang B 

20 homolog ist und am Metabolismus von Verbindungen, die fur den 

Aufbau der Zellmembranen in C. glutamicum notwendig sind, oder am 
Transport von Molekulen iiber die Membranen beteiligt sein kann, 
oder eine oder mehrere der in Tabelle 1 angegebenen Aktivitaten 
hat. 

25 

Das isolierte MCT-Protein kann alternativ eine Aminosauresequenz 
umfassen, die von einer Nukleotidsequenz codiert wird, welche mit 
einer Nukleotidsequenz aus Anhang B, bspw. unter stringenten Be- 
dingungen, hybridisiert oder mindestens zu etwa 50%, vorzugsweise 
30 mindestens zu etwa 60%, starker bevorzugt mindestens etwa 70%, 
80% oder 90% und noch starker bevorzugt mindestens etwa 95%, 96%, 
97%, 98% oder 99% oder noch homologer dazu ist. Bevorzugte Formen 
der MCT-Proteine haben ebenfalls vorzugsweise eine oder mehrere 
der hier beschriebenen MCT-Bioaktivitaten. 

35 

Das MCT-Polypeptid oder ein biologisch aktiver Abschnitt davon 
kann mit einem Nicht-MCT-Polypeptid funktionsf ahig verbunden wer- 
den, damit ein Fusionsprotein entsteht. Dieses Fusionsprotein hat 
bei bevorzugten Aus fuhrungs formen eine andere Aktivitat als das 

40 MCT-Protein allein und ergibt bei anderen bevorzugten Ausfiih- 
rungsformen erhohte Ausbeuten, eine erhohte Produktion und/oder 
Effizienz der Produktion einer gewunschten Feinchemikalie aus C. 
glutamicum. Die Integration dieses Fusionsproteins in eine Wirts- 
zelle moduliert bei besonders bevorzugten Ausfuhrungsf ormen die 

45 Produktion einer gewunschten verbindung von der Zelle. 
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Ein weiterer Aspekt der Erfindung betriff t ein Verfahren zur Her- 
stellung einer Feinchemikalie. Das Verfahren sieht die Anzucht 
einer Zelle vor, die einen Vektor enthalt, der die Expression 
eines erf indungsgemafcen MCT-Nukleinsauremolekiils bewirkt, so da& 
5 eine Feinchemikalie produziert wird. Dieses Verfahren umfa&t bei 
einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm zudem den Schritt der Gewinnung 
einer Zelle, die einen solchen Vektor enthalt, wobei die Zelle 
mit einem Vektor transfiziert ist, der die Expression einer MCT- 
Nukleinsaure bewirkt.' Dieses Verfahren umfaSt bei einer weiteren 
10 bevorzugten Ausf iihrungsf orm ziidem den Schritt, bei dem die Fein^ 
chemikalie aus der Kultur gewonnen wird. Die Zelle gehdrt bei 
einer bevorzugten Aus fuhrungs form zur Gattung Corynebacterium 
Oder Brevibacterium oder wird aus den in Tabelle 3 angegebenen 
Stammen ausgewahlt . . . 

15 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betriff t Verfahren zur Modu- 
lation der Produktion eines Molekuls aus einem Mikroorganismus . 
Diese Verfahren umfassen das Zusammenbringen der Zelle mit einer 
Substanz, die die MCT-Proteinaktivitat oder die MCT-Nukleinsaure- 

20 Expression moduliert, so daS eine zellassoziierte Aktivitat ver- 
glichen mit der gleichen Aktivitat bei Fehlen der Substanz veran- 
dert wird. Die Zelle wird bei einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm 
hinsichtlich eines oder mehrerer C. glutami.cum-Stof fwechselwege 
fur Zellmembrankomponenten oder hinsichtlich des Transports von 

25 Verbindungen iiber die Membranen moduliert , so dafi die Ausbeuten 
Oder die Produktionsrate einer gewiinschten Feinchemikalie durch 
diesen Mikroorganismus verbessert werden. Die Substanz, die die 
MCT-Proteinaktivitat moduliert, stimuliert bspw. die MCT-Protein- 
aktivitat oder die MCT-Nukleinsaure-Expression. Beispiele von 

30 Substanzen, die die MCT-Proteinaktivitat oder die MCT-Nukleinsau- 
reexpression stimulieren, umfassen kleine Molekiile, aktive MCT- 
Proteine und .Nukleinsauren, die MCT-Proteine codieren und in die 
zelle eingebracht worden sind. Beispiele von Substanzen, die die 
MCT-Aktivitat oder -Expression hemmen, umfassen kleine Molekiile 

35 und Antisense-MCT-Nukleinsauremolekule : . 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft Verfahren zur Modula- 
tion der Ausbeuten einer gewunschten Verbindung aus einer Zelle, 
umfassend das Einbringen eines MCT-Wildtyp- oder -Mutantengens in 

40 eine Zelle. das entweder auf einem gesonderten Plasmid bleibt 

oder in das Genom der Wirtszelle integriert wird. Die Integration 
in das Genom kann zufallsgemaB oder durch homologe Rekombination 
erfolgen, so daS das native Gen durch die integrierte Kopie er- 
setzt wird, was die Produktion der gewunschten Verbindung aus der 

45 zu modulierenden Zelle hervorruft. Diese Ausbeuten sind bei einer 
bevorzugten Aus fuhrungs form erhoht. Bei einer weiteren bevorzug- 
ten Ausf.iihrungsform ist die Chemikalie eine Feinchemikalie, die 
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in einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsf orm eine Aminosaure 
ist. Diese Aminosaure ist in einer besonders bevorzugten Aus- 
fuhrungsf orm L-Lysin. 

5 Eingehende Beschreibung der Erfindung 

Die vorliegende Erfindung stellt MCT-Nukleinsaure- und -Protein- 
molekiile bereit, die am Metabolismus von Verbindungen, die fur 
den Aufbau der Zellmembranen in C. glutamicum notwendig sxnd, 

10 Oder am Transport von Molekiilen ttber die Membranen beteiligt sein 
konnen Die erf indungsgemaSen Molekiile lassen sich be! der Modu- 
• lation der Produktion von Feinchemikalien von Mikroorganxsmen, 
wie C. glutamicum, verwenden, und zwar entweder direkt (z.B. 
wo die Uberexpression Oder Optimierung eines Fettsaurebiosynthe- 

15 seproteins eine direkte Auswirkung auf die Ausbeute, Produktion 
und/oder Eff izienz der Produktion der Fettsaure von modif xzxertem 
C glutamicum hat) oder durch eine mogliche indirekte Auswxrkung, 
die trotzdem einen Anstieg der .Ausbeute, Produktion und/oder 
Eff izienz der Produktion der gewunschten Verbindung bewxrkt (z.B. 

20 wo die Modulation des Metabolismus der zellmembrankomponenten 
Veranderungen der Ausbeute. Produktion und/oder Effizienz der 
Produktion oder der Zusammensetzung der Zellmembran bewirkt, was 
wiederum die Produktion von einer oder mehreren Feinchemxkalxen 
beeinfluEt). Die erf indungsgemaSen Aspekte werden nachstehend 

25 weiter erlautert. 

I. fpi nrtie prn kal ien 

Der Begriff "Feincbemikalie" ist im Fachgebiet bekannt und bein- 

30 haltet Molekule, die von einem Organismus produziert werden und 
in verschiedenen industriezweigen Anwendungen finden, wxe bspw.^ 
jedoch nicht beschrankt auf die pharmazeutische Industrie, dxe 
Landwirtschafts-, und Kosmetik-Industrie. Diese Verbindungen um- 
fassen organische Sauren, wie Weinsaure, Itaconsaure und Dxamxno- 

35 pimelinsaure, sowohl proteinogene als auch nicht-proteinogene 

Aminosauren, Purin- und Pyrimidinbasen, Nukleoside und Nukleotxde 
(wie bspw. beschrieben in Kuninaka. A. (1996) Nucleotides and re- 
lated compounds, S. 561-612, in Biotechnology Bd. 6, Rehm et al., 
Hrsg. VCH:Weinheim und den darin enthaltenen Zitaten) , Lxpxde, 

40 gesattigte und ungesattigte Fettsauren (bspw. Arachidonsaure) , 
Diole (bspw. Propandiol und Butandiol) , Kohlenhydrate (bspw. , 
Hyaluronsaure und Trehalose) , aromatische Verbindungen (bspw. 
aromatische Amine, Vanillin und Indigo) , Vitamine urid Cofaktoren 
(wie beschrieben in Ullmann's Encyclopedia of Industrxal 

45 Chemistry. Bd. A27, "Vitamins", S. 443-613 (1996) VCH: Weinhexm 
und den darin enthaltenen Zitaten; und Ong, A.S., Nxkx> E. und 
Packer, L. (1995) "Nutrition, Lipids, Health and Disease" 



10 



BASF AktiengesellscHaft • ^92£18.. ,0 ; ,Z. 0050/50626 DE 



9 

Proceedings of the UNESCO /Confederation of Scientific and 
Technological Associations in Malaysia and the Society for Free 
Radical Research - Asien, abgehalten am 1.-3. Sept. 1994 in 
Penang, Malysia, AOCS Press (1995)),. Enzyme und samtliche anderen 
von, Gutcho (1983) in Chemicals by Fermentation, Noyes Data Cor- 
poration, ISBN: 0818805086 und den darin angegebenen Literatur- 
stellen, beschriebenen Chemikalien. Der Metabolismus und die 
Verwendungen bestimmter Feinchemikalien sind nachstehend weiter 
erlautert. - 

Aminosaure-Metabolismus und Verwendungen 



Die Aminosauren umfassen die grundlegenden Struktureinheiten 
samtlicher Proteine und sind somit fiir die normalen Zellfunktio- 

15 nen essentiell. Der Begriff "Aminosaure" ist im Fachgebiet be- 
kannt. Die proteinogenen Aminosauren, yon denen es 20 Art en gibt, 
dienen als Struktureinheiten fiir Proteine, in denen sie iiber Pep- 
tidbindungen miteinander verkniipft sind, wohingegen die nicht- 
proteinogenen Aminosauren (von denen Hunderte bekannt sind) ge- 

20 wohnlich nicht in Proteinen vorkommen (siehe Ullmann's Encyclo- 
pedia of industrial Chemistry, Bd. A2 , S . 57-97 VCH: Weinheim 
(1985)). Die Aminosauren konnen in der D- oder L-Konf iguration 
vorliegen, obwohl L-Aminosauren gewohnlich der einzige Typ sind, 
den man in natiirlich vorkommenden Proteinen vorfindet. Biosyn- 

25 these- und Abbauwege von jeder der 20 proteinogenen Aminosauren 
sind sowohl bei prokaryotischen als auch eukaryotischen Zellen 
gut charakterisiert (siehe bspw. Stryer, L. Biochemistry, 3. Auf- 
lage, S. 578-590 (1988)). Die "essentiellen" Aminosauren (Hist- 
idin/ isoleu.cin. Leucin, Lysin, Methionin, Phenylalanin, Threo- 

30 nin. Tryptophan und Valin) , so bezeichnet, da sie aufgrund der 
Komplexitat ihrer Biosynthesen mit der Ernahrung aufgenommen wer- 
den miissen, werden durch einfache Biosyntheseswege in die ubrigen 
11 "nichtessentiellen" Aminosauren (Alanin, Arginin, Asparagin, 
Aspartat, Cystein, Glutaroat, Glutamin, Glycin, Prolin, Serin und 

35 Tyrosin) umgewandelt. Hohere Tiere besitzen die Fahigkeit, einige 
dieser Aminosauren zu synthetisieren, jedoch mussen die essen- 
tiellen Aminosauren mit der Nahrung aufgenommen werden, damit 
eine normale Proteinsynthese stattfindet. 

40 Abgesehen von ihrer Funktion bei der Proteinbiosynthese sind 
diese Aminosauren interessante Chemikalien an sich, und man hat 
entdeckt, da£ viele bei verschiedenen Anwendungen in der Nah-^- 
rungsmittel-, Futter-, Chemie-, Kosmetik-, Landwirtschaf ts- und 
pharmazeutischen Industrie zum Einsatz kommen. Lysin ist nicht 

45 nur fur die Ernahrung des Menschen eine wichtige Aminosaure, s'on- 
dern auch fiir monogastrische Tiere, wie Gefliigel und Schweine. 
Glutamat wird am haufigsten als Geschmacksadditiv (Mononatrium- 
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glutamat, MSG) sowie weithin in der .Nahrungsmittel Industrie ver- 
wendet, wie auch Aspartat, Phenylalanin, Glycin und Cystein. Gly- 
cin, L-Methionin und Tryptophan werden samtlich in der pharmazeu- 
tischen Industrie verwendet. Glutamin, Valin, Leucin, Isoleucm, 
5 Histidin, Arginin, Prolin, Serin und Alanin werden in der pharma- 
zeutischen Industrie und der Kosmetikindustrie verwendet. Threo- 
nin Tryptophan und D— /L-Methionin sind weitverbreitete Futter- 
mittelzusatze (Leuchtenberger, W. (1996) Amino acids - technical 
production and use, S. 466-502 in Rehm et al . , (Hrsg. ) Biotechno- 
10 logy Bd. 6, Kapitel 14a, VCH: Weinheim) . Man hat entdeckt, daS 
sich diese Aminosauren auSerdem als Vorstufen fur die Synthese 
• von synthetischen Aminosauren und Proteinen, wie N-Acetylcystem, 
S-Carboxymethyl-L-cystein, (S) -5-Hydroxy tryptophan und anderen, 
in Ulimann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, Bd. A2, 

57-97, VCH, Weinheim, 1985 beschriebenen Substanzen eignen. 



15 S 
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Die Biosynthese dieser naturlichen Aminosauren in Organismen, die 
sie produzieren konnen, bspw. Bakterien, ist gut charakterisiert 
worden (fur einen Uberblick der bakteriellen Amino saure-Biosyn- 
these und ihrer Regulation, s. Umbarger, H.E. (1978) Ann. Rev. 
Biochem. 47: 533 - 606). Glutamat wird durch reduktive Aminierung 
von a-Ketoglutarat, einem zwischenprodukt im Citronensaure-Zy- 
klus, synthetisiert. Glutamin, Prolin und Arginin werden jeweils 
nacheinander aus Glutamat erzeugt . Die Biosynthese von Serin er- 
25 'foist in einem Dreischritt-Verf ahren und beginnt mit 3-Phospho- 
glycerat (einem Zwischenprodukt bei der. Glykolyse) , und ergxbt 
nach Oxidations-, Transaminierungs- und Hydrolyseschritten diese 
Aminosaure. Cystein und Glycin werden jewei Is aus Serin produ- 
ziert, und zwar die erstere durch Kondensation von Homocystem 
30 mit Serin, und die letztere durch iibertragung des Seitenket- 

te'n-p-Kohlenstoff atoms auf Tetrahydrof olat , in einer durch Serin- 
transhydroxymethylase katalysierten Reaktion. Phenylalanin und 
Tyrosin werden aus den Vorstufen des Glycolyse- und Pentosephos- 
phatweges, Erythrose-4-phosphat und Phosphoenolpyruvat in einem 
35 9-schritt-Biosyntheseweg synthetisiert, der sich nur in den 

letzten beiden Schritten nach der Synthese von Prephenat unter- 
scheidet. Tryptophan wird .ebenf alls aus diesen beiden Ausgangs- 
molekulen produziert, jedoch erfolgt dessen Synthese in einem 
11-Schritt-Weg. Tyrosin laSt sich in einer durch Phenylalanin- 
40 hydroxylase katalysierten Reaktion auch aus Phenylalanin herstel 
len Alanin, Valin und Leucin sind jeweils Biosyntheseprodukte 
aus Pyruvat, dem Endprodukt der Glykolyse. Aspartat wird aus Oxa 
lacetat, einem Zwischenprodukt des Citratzyklus, gebildet. Aspa- 
ragin, Methionin, Threonin und Lysin werden jeweils durch Umwand 
45 lung von Aspartat produziert, Isoleucin wird aus Threonin gebil- 
det. in einem komplexen 9-Schritt-Weg erfolgt die Bildung von 
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Histidin.aus 5-Phosphoribosyl-l-pyrophosphat . einem aktivierten 
Zucker. 

Aminosauren, deren Menge den Proteinbiosynthesebedarf der Zelle 
5 iibersteigt, konnen nicht gespeichert werden, und werden statt- 
dessen abgebaut, so daS Zwischenprodukte fur die Haupt-Stoff- 
wechselwege der zelle bereitgestellt werden (fur einen Uberblick 
siehe Stryer, L . , Biochemistry, 3. Aufl. Kap. 21 "Amino Acid 
Degradation and the Urea Cycle"; S 495-516 (1988)). Die Zelle ist 

10 zwar in der Lage, ungewiihschte Aminosauren in niitzliche Stoff- 
wechsel-Zwischenprodukte umzuwandeln, jedoch istdie Aminosaure- 
produktion hinsichtlich der Energie, der Vorstuf enmolekiile und 
der fiir ihre Synthese notigen Enzyme aufwendig. Es iiberrascht da- 
her nicht, dafi die Aminosaure-Biosyn these durch Feedback-Hemmung . 

15 reguliert wird; wobei das Vorliegeri einer bestimmten Aminosaure 
ihre eigene. Produktion verlangsamt oder ganz beendet (fur einen 
Uberblick uber den Riickkopplungs-Mechanismus bei Aminpsaure-Bio- 
synthesewegen, siehe Stryer, L. , Biochemistry, 3. Aufl., Kap. 24, 
"Biosynthesis of Amino Acids and Heme", S. 575-600 (1988)). Der 

20 AusstoS einer bestimmten Aminosaure wird daher durch die Menge 
dieser Aminosaure in der Zelle eingeschrankt . 

B. Vitamine, Cofaktoren und Mutrazeutika-Metabolismus sowie 
Verwendungen 



25 



Vitamine, Cofaktoren und Nutrazeutika umfassen eine weitere 
Gruppe von Molekulen. Hohere Tiere haben die Fahigkeit verloren, 
diese zu synthetisieren und miissen sie somit aufnehmen, obwohl 
sie leicht durch ande re Organismen, wie Bakterien, synthetisiert 
30 werden. Diese Molekule sind entweder biologisch aktive Molekule 
an sich oder Vorstuf en von biologisch aktiven Substanzen, die als 
Elektronentrager oder Zwischenprodukte bei einer Reihe von Stoff- 
wechselwegen dienen. Diese Verbindungen haben neben ihrem Nahr- 
wert auch einen signif ikanten.industriellen Wert als Farbstof fe, 
35 Antioxidantien und Katalysatoren oder andere Verarbeitungs-Hilf s- 
stoffe. (Fiir einen Uberblick uber die Struktur, Aktivitat und die 
industriellen Anwendungen dieser Verbindungen siehe bspw. Ull- 
mann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, " Vi tamins " , Bd. A27, 
S. 443-613, VCH: Weinheim, 1996). Der Begriff "Vitamin" ist im 
40 Fachgebiet bekannt und umfaSt Nahrstoffe,. die von einem Organis- 
mus fiir eine normale Funktion benotigt werden, jedoch nicht von 
diesem Organismus selbst synthetisiert werden konnen. Die Gruppe 
der Vitamine kann Cofaktoren und nutrazeutische Verbindungen um- 
fassen. Der Begriff "Cofaktor" umfafct nicht-proteinartige Verbin- 
45 dungen, die fiir das Auftreten einer normalen Enzymaktivitat ndtig 
sind. Diese Verbindungen kdnnen organisch oder anorganisch sein; 
die erfindungsgemaSen Cof aktor-Molekiile sind vorzugsweise orga- 
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nisch. Der Begrif f . "Nutrazeut ikum" umfafct Nahrungsmittelzusatze, 
die bei Pflanzen und Tieren, insbesondere dem Menschen, gesund- 
heitsf ordernd sind. Beispiele solcher Molekule sind Vitamine, 
Antioxidant ien und ebenfalls bestimmte Lipide (z.B. mehrfach 
5 urigesattigte Fettsauren) . 

Die Biosynthese dieser Molekule in Organismen, die zu ihrer Pro- 
• duktion befahigt sind,. wie Bakterien, ist umf assend charakteri- 
siert worden (Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, 

10 "Vitamins", Bd. A27, S. -443-613, VCH: Weinheim, 1996, Michal, G. 
(1999) Biochemical Pathways: An Atlas of Biochemistry and 
Molecular Biology, John Wiley & Sons; Ong, A.S., Niki, E. und 
Packer, L. (1995) "Nutrition, Lipids, Health and Disease" 
Proceedings of the UNESCO/Confederation of Scientific and 

15 Technological Associations in Malaysia and the Society for free 
Radical Research - Asien, abgehalten am 1.-3. Sept. 1994 in 
Penang, Malaysia, AOCS Press, Champaign, IL X, 374 S) . 

Thiamin (Vitamin B x ) wird durch chemisches Kuppeln von Pyrimidin 

20 und Thiazol-Einheiten gebiidet. Riboflavin (Vitamin B 2 ) wird aus 
Guanosin-5'-triphosphat (GTP) und Ribose-5 ' -phosphat syntheti- 
siert. Riboflavin wiederum wird zur Synthese von Flavinmononu- 
kleotid (FMN) land Flavinadenindinukleotid (FAD) eingesetzt. Die 
Familie von Verbindungen, die gemeinsam als "Vitamin B6" bezeich- 

25 net werden (bspw. Pyridoxin, Pyridoxamin, Pyridoxal-5 ' -phosphat 
und das kommerziell verwendete Pyridoxinhydrochlorid) , sind alle 
Derivate der gemeinsamen Struktureinheit 5-Hydroxy-6-methyl- 
.pyridin. Panthothenat (Pantothensaure , R- ( + ) -N- ( 2 , 4-Dihydroxy- 
3, 3-dimethyl-l-oxobutyl)-p-alanin) kann ' entweder durch chemische 

30 Synthese oder durch Fermentation hergestellt werden. Die letzten 
Schritte bei der Pantothenat-Biosynthese bestehen aus der ATP-ge- 
triebenen Kondensation von [3-Alanin und Pantoinsaure. Die fur die 
Biosyntheseschritte fur die Umwandlung in Pantoinsaure, in p-Ala- 
nin und zur Kondensation in Pantothensaure verantwort lichen En- 

35 zyme sind bekannt. Die metabolisch aktive Form von Pantothenat 
ist Coenzym A, dessen Biosynthese uber 5 enzymatische Schritte 
verlauft. Pantothenat, Pyridoxal- 5 ' -phosphat, Cystein und ATP 
sind die Vorstufen von Coenzym A. Diese Enzyme katalysieren nicht 
nur die Bildung von Pantothenat, sondern auch die Produktion von 

40 (R)-Pantoinsaure, (R) -Pantolacton, (R) -Panthenol (Provitamin B 5 ) , 
Pantethein (und seinen Derivaten) und Coenzym A. „ 

Die Biosynthese von Bio tin aus dem Vorstuf enmolekul Pimeloyl-CoA 
in Mikroorganismen ist ausfuhrlich untersucht worden, .und man hat 
45 mehrere der beteiligten Gene identif iziert . Es hat sich herausge- 
. stellt, daSviele der' entsprechenden Proteine an der Fe-Cluster- 
Synthese beteiligt sind und zu der Klasse der ni-f S-Proteine geho- 
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ren. Die Lippnsaure wird von der Octanonsaure abgeleitet und 
dient als Coenzym beim Energie-Metabolismus, wo sie Bestandteil 
des Pyruvatdehydrogenasekomplexes und des ct-Ketoglutaratdehydro- 
genasekomplexes wird. Die Folate sind eine Gruppe von Substanzen, 
5 die alle von der Folsaure abgeleitet werden, die wiederum von L- 
Glutaminsaure, p-Aminobenzoesaure und 6-Methylpterin hergeleitet 
ist. Die Biosynthese der Folsaure und ihrer Derivate, ausgehend 
von den metabolischen Stof fwechselzwischenprodukten Guanosin-5^- 
triphosphat (GTP) , L-Glutaminsaure und p-Aminobenzoesaure ist in 
10 bestimmten Mikroorganismen eingehend untersucht worden. 

Corrinoide (wie die Cobalamine und insbesondere Vitamin B 12 ) und 
die Porphyrine gehoren zu einer Gruppe von Chemikalien, die sich 
durch ein Tetrapyrrol-Ringsystem auszeichnen. Die Biosynthese von 
15 vitamin B 12 ist hinreichend komplex, daS sie noch nicht vollstan- 
dig charakterisiert worden ist, jedoch ist inzwischen ein GroS- 
teil der beteiligten Enzyme und Substrate bekannt. Nikotinsaure 
(Nikotinat) und Nikotinamid sind Pyridin-Derivate. die auch als 
"Niacin" bezeichnet werden. Niacin ist die Vorstufe der wichtigen 
20 Coenzyme NAD (Nikotinamidadenindinukleotid) und NADP (Nikotin- 
amidadenindinukleotidphosphat) und ihrer reduzierten Formen. 

Die Produktion dieser verbindungen im Grofimafistab beruht groSten- 
teils auf zellfreien chemischen Synthesen, obwohl einige dieser 

25 Chemikalien ebenfalls durch gro&angelegte Anzucht von Mikroorga- 
nismen produziert worden sind, wie Riboflavin, Vitamin B 6> Panto- 
thenate und Biotin. Nur vitamin B 12 wird aufgrund der Komplexitat 
seiner Synthese lediglich durch Fermentation produziert. 
In-vitro-Verfahren erfordern einen erheblichen Aufwand an 

30 Materialien und Zeit- und haufig an hohen Kosten. 

C. Purin-, Pyrimidin-, Nukleosid- und Nukl eot id-Met abolismus 
und Verwendungen . 

35 Gene fur den Purin- und Pyrimidin-Stof fwechsel und ihre entspre- 
chenden Proteine sind wichtige Ziele fur die Therapie von Tumor- 
erkrankungen und virusinf ektionen. Der Begriff "Purin" Oder 
"Pyrimidin" umfaSt stickstof fhaltige Basen, die Bestandteil der 
• Nukleinsauren, Coenzyme und Nukleotide sind. Der Begriff "Nukleo- 

40 tid""beinhaltet die grundlegenden Struktureinheiten der Nuklein- 
sauremolekiile, die eine stickstof fhaltige Base, einen Pentose- 
Zucker (bei RNA ist der Zucker Ribose, bei DNA ist der Zucker D- 
Desoxyribose)'und Phosphorsaure umfassen. Der Begriff "Nukleosid" 
umfaSt Molekule, die als Vorstufen von Nukleotiden dienen, die 

45 aber im Gegensatz zu den Nukleotiden keine Phosphorsaureeinheit 
aufweisen. Durch Hemmen der Biosynthese dieser Molekule oder 
ihrer Mobilisation zur Bildung von Nukleinsauremolekiilen ist es 
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moglich, die RNA- und DNA-Synthese zu hemmen; wird diese Aktivi- 
tat zielgerichtet bei kanzerogenen Zellen gehemmt, lafct sich die 
Tei lungs- und Replikat ions-Fahigkeit von Tumorzellen hemmen. Es 
gibt zudem Nukleotide, die keine Nukleinsauremolekule bilden, je- 
5 doch als Energiespeicher (d.h. AMP) oder als Coenzyme (d.h. FAD 
und NAD) dienen. 

r 

Mehrere Verof f entlichungen haben die Verwendung dieser Chemika- 
lien fur diese medizinischen indikationen beschrieben, wobei der 

10 Purin- und/oder Pyrimidin-Metabolismus beeinfluSt wird (bspw. 

Christopherson, R.I. und Lyons, S.D. (1990) "Potent inhibitors of 
de novo pyrimidine and purine biosynthesis as chemotherapeutic 
agents", Med. Res. Reviews 10: 505-548). Untersuchungen an Enzy- 
men, die am Purin- und Pyrimidin-Metabolismus beteiligt sind, ha- 

15 ben sich auf die Entwicklung neuer Medikamente konzentriert , die 
bspw. als immunsuppressionsmittel oder Antiprolif erantien verweri- 
det werden konnen : ( Smi th , J. L. "Enzymes in Nucleotide Synthesis" 
Curr. Opin. Struct. Biol. 5 (1995) 752-757; Biochem. Soc. Trans- 
act. 23 (1995) 877-902 )W Die Purin- und Pyrimidinbasen, Nukleo- 

20 side und Nukleotide haben jedoch auch andere Einsatzmoglichkei- 
ten: als Zwischenprodukte bei der Biosysnthese verschiedener 
Feinchemikalien (z.B. Thiamin, S-Adenosyl-methionin, Folate oder 
Riboflavin), als Energietrager fur die Zelle (bspw. ATP oder GTP) 
und fur Chemikalien selbst, werden gewohnlich als Geschmacksver- 

25 starker verwendet (bspw. IMP oder GMP) oder fur viele medizini- 
sche Anwendungen (siehe bspw. Kuninaka, A., (1996) "Nucleotides 
and Related Compounds in Biotechnology Bd. .6, Rehm et al., Hrsg. 
VCH: Weinheim, S. 561-612). Enzyme, die am Purin-, Pyrimidin-, 
Nukleosid- oder Nukleotid-Metabolismus beteiligt sind, dienen 

30 auch immer starker als Ziele, gegen die Chemikalien fur den 

Pflahzenschutz, einschlieElich Fungiziden, Herbiziden und Insek- 
tiziden entwickelt werden. 

Der Metabolismus dieser Verbindungen in Bakterien ist charakteri- 
35 siert worden (fur Ubersichten siehe bspw. Zalkin, H. und Dixon, 
J.E. (1992) "De novo purin nucleotide biosynthesis" in Progress 
in Nucleic Acids Research and Molecular, biology, Bd. 42, Academic 
Press, S. 259-287; und Michal, G. (1999) "Nucleotides and Nucleo- 
sides"; Kap. 8 in : Biochemical Pathways: An Atlas of Biochemis- 
40 try and Molecular Biology, Wiley, New York) . Der Purin-Metabolis- 
mus, das Objekt intensiver Forschung, ist fur das normale Funk- 
tionieren der Zelle essentiell'. Ein gestorter Purin-Metabolismus 
in hohereh Tieren kann schwere Erkrankungen verursachen, bspw. 
Gicht. Die Purinnukleotide werden' tiber eine Reihe von Schritten 
45 Ober die Zwischenverbindung Inosin-5 '-phosphat (IMP) aus Ri- 
bose-5-phosphat synthetisiert, was zur Produktion von Guano- 
sin-5'-monophosphat (GMP) Oder Adenosin-5 ' -monophosphat (AMP) 
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fiihrt, aus denen sich die als Nukleotide verwendeten Triphosphat- 
formen leicht herstellen lassen. Diese Verbindungen werden auch 
als Energiespeicher verwendet. so dafc ihr Abbau 'Energie fur viele 
verschiedene biochemische Prozesse in der Zelle lief ert., Die 
5 Pyrimidinbiosynthese erfolgt iiber die Bildung von Uridin-5 ' -mono- 
phosphat (UMP) aus Ribose-5-phosphat . UMP wiederum wird in Cyti- 
d i n _5<-triphosphat (CTP) umgewandelt. Die Desoxyformen samtlicher 
Nukleotide werden in einer Einschritt-Reduktionsreaktion aus der 
Diphosphat-Ribosef orm- des Nukleotides zur Diphosphat-Desoxy- 
10 riboseform des Nukleotides hergestellt. Nach der Phosphorylierung 
konnen diese Molekiile an der DNA-Synthese teilnehmen. 

D. TrenaJtose-MetaboIisjnus und Verwendungen 

15 Trehalose besteht aus zwei Glucosemolekulen, die iiber 

a.ct-l.l-Bindung miteinander verknupft sind. Sie wird gewdhnlich 
in der Nahrungsmittel Industrie als SiiSstoff , als Additiv fur ge- 

' trocknete oder gefrorene Nahrungsmittel sowie in Getranken ver- 
wendet. Sie wird jedoch auch in der pharmazeutischen Industrie, 

20 der Kosmetik- und Biotechnologie-Industrie angewendet (s . bspw. 
Nishimoto et al., (1998) US-Patent Nr. 5 759 610; Singer, M.A. 
und Lindquist, S. Trends Biotech. 16 (1998) 460-467; Paiva, 
C L.A. und Panek, A.D. Biotech Ann. Rev. 2 (1996) 293-314; und 
Shiosaka, M. J. Japan 172 (1997) ,97-102) . Trehalose wird durch 

25 Enzyme von vielen Mikroorganismen produziert und auf natiirliche 
Weise in das umgebende Medium abgegeben, aus dem sie durch im 
Fachgebiet bekannte Verfahren gewonnen werden kann.. 

II. MPmhran-B^svnt-.hes p nnd Transmembran-Transport 

30 , . 

Die Zellmembranen dienen in einer Zelle einer Reihe von Funktio- 
nen. Zuallererst dif f erenziert eine Membran den Zellinhalt von 
der Umgebung, so daS die Zelle' Integritat erhalt. Die Membranen 
dienen auch als Schranken, damit gefahrliche oder ungewunschte 

35 verbindungen nicht einstromen konnen und gewiinschte Verbindungen 
nicht ausstrdmen konnen. Zellmembranen sind aufgrund ihrer Struk- 
tur von Natur aus gegeniiber der nicht erleichterten Diffusion 
hydrophiler Verbindungen, wie Proteine, Wassermolekulen und lonen 
undurchlassig: eine Doppelschicht aus Lipidmolekulen, in der die 

40 polaren Kopfgruppen nach auSen ragen (aus der Zelle heraus bzw. 
ins zellinnere hinein) und die unpolaren Schwanze zur Mitte der 
Doppelschicht ragen und einen hydrophoben Kern bilden (fur einen 
allgemeinen Uberblick viber die Struktur und Funktion der Membran 
siehe Gennis, R.B. (1989) Biomembranes, Molecular Structure and 

45 Function, Springer: Heidelberg). Diese Schranke ermdglicht, daS 
die Zellen eine relativ hohere Konzentration an gewiinschten Ver- 
bindungen und eine relativ kleinere Konzentration an ungewiinsch- 
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ten Verbindungen als'das umgebende Medium enthalt, da die 
Diffusion dieser Verbindungen durch die Membran effizient 
blockiert wird. 

5 Die Membran liefert jedoch auch eine wirksame Schranke gegeniiber, 
dem Import von gewunschten Molekulen und dem Export von Abfall- 
molekulen. Zur Bewaltigung dieser Schwierigkeit enthalten die 
Zellmembranen viele Arten von Transporterproteinen, die den 
Transmembrantransport verschiedenartiger Verbindungen erleichtern 

10 konnen: Poren oder Kanale und Transporter. Die ersteren sind 

integrale Membranproteine, gelegentlich. Proteinkomplexe, die eine 
regulierte Offnung durch die Membran bilden. Diese Regulation 
oder dieses "Gating" ist gewohnlich fur die durch die Pore oder 
den Kanal zu transportierenden spezifisch, so daS diese Trans- 

15 membrankonstrukte fur eine spezifische Klasse von Substraten 
spezifisch sind; bspw. ist ein Kaliumkanal derart konstruiert, 
daS nur Ionen mit ahnlicher Ladung und GrcSe wie Kalium hindurch- 
gelangen konnen. Kanal- und Porenproteine haben bestimmte hydro- 
phobe und hydrophile Domanen, so daS sich der hydrophobe Anteil 

20 des Proteins an das Innere der Membran anlagern kann, wohingegen 
der hydrophile Anteil das Innere des Kanals ausmacht, wodurch 
eine geschiitzte hydrophile Umgebung bereitgestellt wird, durch 
die das ausgewahlte hydrophile Molekul gelangen kann. Im Fach- 
gebiet sind viele solche Poren/Kanale bekannt, einschliefilich 

25 solche fur Kalium-. Calcium-, Natrium- und Chloridionen. 

Dieses durch Poren und Kanale vermittelte System ist auf sehr 
-kleine Molekiile, wie Ionen, eingeschrankt, da Poren oder Kanale, 
die hinreichend groS sind, daS sie den Durchtritt vollstandiger 

30 Proteine durch erleichterte Diffusion ermoglichen, auch nicht 
dazu fahig waren, den Durchtritt kleinerer Molekiile zu verhin- 
dern. Der Transport von Molekulen durch durch diesen ProzeS wird 
gelegentlich als "erleichterte Diffusion" bezeichnet, da die 
treibende Kraft eines Konzentrationsgradienten erforderlich ist, 

35 damit der Transport stattfindet. Permeasen ermoglichen ebenfalls 
die erleichterte Diffusion grofierer Molekiile, wie Glucose oder 
anderer Zucker, in die Zelle, wenn die Konzentration dieser Mole- 
kule auf einer Seite der Membran groSer ist als auf der anderen 
(ebenfalls als "Uniport" bezeichnet) . Im Gegensatz zu Poren oder 

40 Kahalen bilden diese integralen Proteine (die oft 6 bis 14 mem- 
braniiberspannende a-Helices aufweisen) keine offenen Kanale durch 
die Membran, sie binden jedoch an das Zielmolekiil an der Membran- 
oberflache und durchlaufen dann eine Konf ormat ions ande rung, so 
daS das zielmolekul an der entgegengesetzten Seite der Membran 

45 freigesetzt wird. 
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Zellen benotigen jedoch oft. den Import oder Export von Molekiilen 
gegen den bestehenden Konzentrationsgradienten ("aktiver Trans- 
port"), eine Situation, in der die erleichterte Diffusion nicht 
stattfinden kann. Es gibt zwei generelle Mechanismen, die von der 
5 Zelle fur einen solchen Membrantransport verwendet wird; Symport 
Oder Antiport, und 'energiegekuppelter Transport, wie derjenige, 
der durch ABC-Transporter vermittelt wird. Symport- und Antiport- 
systeme koppeln die Bewegung von zwei unterschiedlichen Molekiilen 
uber die Membran (uber Permeasen mit zwei gesonderten Bindungs- 
10 stellen fur zwei unterschiedliche Molekule); beim Symport werdeh 
beide Molekule in die gleiche Richtung transportiert , wohingegen 
beim Antiport ein Molekiil importiert und das andere Molekiil ex- 
portiert wird. Dies ist energetisch moglich, da sich eines dieser 
beiden Molekule entlang eines Konzentrationsgradienten bewegt, 
15 und dieses energetisch giinstige Ereignis wird nur durch die 
gleichzeitige Bewegung einer gewiinschten Verbindung gegen den 
herrschenden Konzentrationsgradienten ermoglicht. Einzelne Mole- 
kiile konhen gegen den Konzentrationsgradienten uber die Membran 
in einem energiegetriebenen ProzeE transportiert werden, wie 
20 bspw. bei den ABC-Transportern . Bei diesem System hat das in der 
Membran lokalisierte Transportprotein eine ATP-bindende Cassette, 
beim Binden des Zielmolekiils wird ATP in ADP + Pi umgewandelt, 
und die result ierende freigesetzte Energie wird zum Antreiben der 
Bewegung des Zielmolekuls zur entgegengesetzten Seite der Membran 
25 verwendet, was durch den Transporter erleichtert wird. Fur ein- 
gehendere Beschreibungen all' dieser Transportsysteme, siehe Bam- 
berg, E. et al . , " (1993) "Charge transport of ion pumps on lipid 
bilayer membranes", Q. Rev. Biophys. 26: 1-25; Findlay, J. B.C. 
(1991) "Structure and function in membrane transport systems", 
30 Curr. Opin. Struct. Biol. 1: 804-810; Higgins, C.F. (1992) "ABC 
transporters from microorganisms to man", Ann. Rev. Cell. Biol. 
8: 67-113; Gennis, R. B . (1989) "Pores, Channels and Trans- 
porters", in Biomebranes, Molecular Structure and Function, ' 
Springer: Heidelberg. S. 270-322; und Nikaido, H. und Saier, H. 
35 (1992) "Transport proteins in bacteria: common themes in their 
design". Science 258: 936-942, und die in jeder dieser Zitate 
enthaltenen Literaturstellen. 

Die Synthese von Membranen ist ein gut charakterisierter ProzeS, 
40 an dem viele Komponenten beteiligt sind, von denen die wichtig- 
sten die Lipidmolekiile sind. Die Lipidsynthese lSSt sich in zwei 
Teile aufteilen: die Synthese von Fettsauren und ihre Bindung an 
sn-Glycerin-3-Phosphat und die Addition oder Modif ikation einer 
polaren Kopfgruppe.. Ubliche Lipide, die in Bakterienmembranen 
45 verwendet werden, umfassen Phospholipide, Glycolipide, Sphingoli- 
pide und Phosphoglyceride . Die Fettsauresynthese ebginnt mit der 
Umwandlung von Acetyl-C6A in Malonyl-CoA durch Acetyl-CoA-carbo- 
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xylase oder in Acetyl-ACP durch Acetyltransacylase. Nach einer 
. Kondensationsreaktion bilden diese beiden Produktmolekiile zu- 
sammen Acetoacetyl-ACP, das durch eine Reihe von Kondensations-, 
Reduktions- und Dehydratisierungsreaktionen umgewandelt wird, so 
5 daS, ein gesattigtes Fettsauremolekiil mit der gewiinschten Ketten- 
lange erhalten wird. Die Produktion der ungesattigten Fettsauren 
aus diesen Molekiilen wird durch spezifische Desaturasen kataly- 
siert, und zwar entweder aerob mittels molekularem Sauerstoff 
oder anaerob (fur Beschreibungen der Fettsauresynthese siehe F.C. 

10 Neidhardt et al. (1996) E. coli und Salmonella. ASM Press : Wa- 
shington, D.C. S. 612-636 und die darin angegebenen Literatur- 
stellen; ' Lengeler et al . (Hrsg.) (1999) Biology of Procaryotes. 
Thieme: Stuttgart, New York und die darin angegebenen Literatur- 
stellen, und Magnus on, K. et al . (1993) Microbiological Reviews 

15 57: 522-542 und die darin angegebenen Literaturstellen). Die 
Cyclopropan-Fettsauren (CFA) werden durch eine spezifische CFA- 
Synthase mit SAM als Cosubstrat synthetisiert. Verzeigte Fett- 
saureketten werden aus verzweigten desaminierten Aminosaureketten 
synthetisiert, so daS verzweigte 2-Oxosauren erhalten werden (s. 

20 Lengeler et al. (Hrsg) (1999) Biology of Procaryotes. Thieme: 
Stuttgart, New York und die darin angegebenen Literaturstellen). 
Ein weiterer wesentlicher Schritt bei der Lipidsynthese ist der 

* Transfer von Fettsauren auf die polaren Kopfgruppen bspw. durch 
Glycerinphosphatacyl transferases Die Kombination verschiedener 

25 vorstufenmolekule und Biosyntheseenzyme bewirkt die Produktion 
verschiedener Fettsauremolekule, was eine erhebliche Auswirkung 
auf die Membranzusammensetzung hat. 

ttt KrfinHimnsaem aRp Elemente und Verfahren 

30 

Die vorliegende Erf indung beruht zumindest teilweise auf der Ent- 
deckung von neuen Molekiilen, die hier als MCT-Nukleinsaure- und 
-Protein-Molekiile bezeichnet werden und die Produktion* von Zell- 
membranen in C. glutamicum steuern sowie die Bewegung von Moleku- 

35 len uber diese Membranen bewerkstelligen. Bei einer Ausfuhrungs- 
form sind die MCT-Molekiile am Metabolismus von Verbindungen be- 
teiligt, die fur den Aufbau der Zellmernbranen in C. glutamicum 
Oder am Transport der Molekule liber diese Membranen beteiligt 
sind. Bei einer bevorzugten Aus fuhrungs form hat die Aktivitat der 

40 erfindungsgemaEen MCT-Molekiile zur Regulation der Produktion von 
Membrankomponenten eine Auswirkung auf die Produktion einer ge- 
wunschten Feinchemikalie durch diesen Organismus. Bei einer be- 
sonders bevorzugten Aus fuhrungs form ist die Aktivitat der modu- 
lierten MCT-Molekiile derart moduliert, dafi die C. glutamicum- 

45 Stoffwechselwege, die von den erf indung sgemaSen MCT-Proteinen 
reguliert werden, hinsichtlich Ausbeute, Produktion und/oder 
Effizienz der Produktion moduliert sind sowie hinsichtlich der 
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Effizienz des Transports der Verbindungen durch die Membranen 
verandert sind, was die Ausbeute, Produktion und/oder Effizienz 
der Produktion einer gewunschten feinchemikalie durch C. gluta- 
micum entweder direkt Oder indirekt moduliert. 

5 

Der Begriff "MCT-Protein" oder "MCT-Polypep.tid" umfafct Proteme, 
die am Stoffwechsel von Verbindungen, die fur- den Aufbau von 
zellmembranen in C. glutamicum notwendig sind, oder am Transport 
von Molekiilen uber diese Membranen beteiligt sind. Beispiele fur 
10 MCT-Proteine umfassen solche, die von den in Tabelle 1 und Anhang 
A aufgefiihrten MCT-Genen codiert werden. Die Ausdriicke "MCT-Gen" 
oder »MCT-Nukleinsauresequenz" umfassen Nukleinsauresequenzen, 
die ein MCT-Protein codieren,, das aus einem codierenden Bereich 
und entsprechenden untranslatierten 5'- und 3 ' -Sequenzbereichen 
15 besteht. Beispiele fur MCT-Gene sind in Tabelle 1 aufgelistet. 

Die Begriff e "Produktion" oder "Produktivitat" sind im Fachgebiet 
bekannt und beinhalten die Konzentration des Ferment at ionsproduk- 
'• tes (bspw. der gewunschten Feinchemikalie, die innerhalb einer 

festgelegten Zeitspanne und eines f estgelegten Fermentationsvolu- 
20 mens gebildet werden (bspw. kg Produkt pro Std. pro 1). Der Be- 
griff "Effizienz der Produktion" umfaSt die Zeit, die zur Erzie- 
lung einer bestimmten Produkt ionsmenge ndtig ist (bspw. wie lange 
die zelle zur Aufrichtung einer bestimmten purchsatzrate einer 
Feinchemikalie benotigt) . Der Begriff "Ausbeute" oder "Produkt/ 
25 Kohlenstoff-Ausbeute" ist im Fachgebiet bekannt und umfaSt die 
Effizienz der Umwandlung der Kohlenstoff quelle in das Produkt 
(d.h. die Feinchemikalie). Dies wird bspw. gewohnlich ausgedruckt 
als kg Produkt pro kg Kohlenstoff quelle . Durch vergroSern der 
Ausbeute oder Produktion der' Verbindung wird die Menge der gewon- 
30 nenen Molekule oder der geeigneten gewonnenen Molekiile dieser 
Verbindung in einer bestimmten Kulturmenge uber einen festgeleg- 
ten Zeitraum erhdht. Die Begriff e "Biosynthese" oder "Biosynthe- 
seweg" sind im Fachgebiet bekannt und umfassen die Synthese einer 
Verbindung, vorzugsweise einer organischen Verbindung, durch eine 
35 Zelle aus Zwischenverbindungen, bspw. in einem Mehrschritt- oder 
stark regulierten Prozefc. Die Begriff e "Abbau" oder "Abbauweg" 
sind im Fachgebiet bekannt und umfassen die Spaltung einer Ver- 
bindung, vorzugsweise einer organischen Verbindung, durch eine 
Zelle in Abbauprodukte (allgemeiner gesagt, kleinere oder weniger 
40 komplexe Molekule), bspw. in einem Mehrschritt- oder stark regu- 
lierten ProzeS. Der Begriff "Metabolismus" ist im Fachgebiet be- 
kannt und umfaSt die Gesamtheit der biochemischen Reaktionen. die 
-in einem Organismus stattfinden. Der Metabolismus einer bestimm- 
ten Verbindung (z.B. der Metabolismus einer Aminosaure, wie. 
45 Glycin) umfafct dann samtliche Biosynthese-, Modif ikations- und 
Abbauwege dieser Verbindung in der Zelle. 
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Die erfindungsgemaEen MCT-Molekiile sind.in einer anderen Ausfiih- 
rungsform befahigt, die Produktion eines gewunschten Molekiils, 
wie einer Feinchemikalie, in einem Mikroorganismus , wie C. gluta- 
micum. zu modulieren. Es gibt eine Reihe von Mechanismen, durch 
5 die die Veranderung eines erf indungsgema&en MCT-Proteins die Aus- 
beute, Produktion und/oder Effizienz der Produktion einer Fein- 
chemikalie aus einem C. gJutajnicum-Stamm, der ein solches veran- 
dertes Protein ehthalt, direkt beeinflussen kann. Diese MCT-Pro- 
teine, die am Export der Feinchemikalienmolekule aus der Zelle 

10 beteiligt sind, konnen in groSerer Anzahl vorliegen oder erhohte 
Aktivitat aufweisen, so ; daS groSere Mengen dieser Verbindungen in 
das extrazellulare Medium sezerniert werden, aus dem sie leichter 
gewonnen werden konnen. MCT-Proteine, die am Import der Nahr- 
stoffe beteiligt sind, die fur die Biosynthese von einer oder 

15 mehreren Feinchemikalien notwendig sind (bspw. Phosphat, Sulfat,, 
Stickstoff verbindungen, usw. ) konnen entsprechend in groEerer An- 
zahl oder mit hoherer Aktivitat zugegen sein, so daS diese Vor- 
'stufen-, Cofaktor- oder Zwischenverbindungen in hoherer Konzen- 
tration in der Zelle vorliegen. Zudem sind Fettsauren und Lipide 

20 selbst wiinschenswerte Feinchemikalien; durch Optimieren der Akti- 
vitat oder Vergrdfiern der Anzahl von einem oder mehreren erf in- 
dungsgemaSen MCT-Proteinen, die an der Biosynthese dieser Verbin- 
dungen beteiligt" 1 sind, oder durch Beeinflussen der Aktivitat von 
einem oder mehreren MCT-Proteinen, die am Abbau dieser Verbindun- 

25 gen beteiligt sind, kann man die Ausbeute, Produktion und/ oder 
Effizienz der Produktion von Fettsaure- und Lipidmolekulen aus C. 
glutamicvm steigern. 

Die. Mutagenese von einem oder mehreren erf indungsgemaBen Genen 

30 kann auch MCT-Proteine mit veranderten Aktivitaten hervorbringen, 
die die Produktion von einer pder mehreren Feinchemikalien aus C. 
glutamicum beeinflussen. Erf indungsgemaSe MCT-Proteine, die am . 
Export von Abf allprodukten beteiligt sind, konnen in groSerer 
Anzahl Oder hoherer Aktivitat zugegen sein, so daS die normalen 

35 Stoffwechselabfalle der Zelle (aufgrund von Uberproduktion der 
gewunschten Feinchemikalie moglicherweise in hoherer Quantitat) 
ef fizient exportiert werden, bevor sie Nukleotide und Proteine 
innerhalb der Zelle beschadigen (was die Lebensf ahigkeit der 
• Zelle herabsetzt) oder mit anderen Feinchemikalien-Stof fwechsel- 

40 wegen interagieren (was die Ausbeute, Produktion oder Effizienz 
der Produktion der gewunschten Feinchemikalie herabsetzt). Die 
relativ groSen intrazellularen Mengen der gewunschten Feinchemi- 
kalie konnen an sich fur die Zelle toxisch sein. Durch VergrdSern 
der Anzahl von Transporters die zum Export dieser Verbindung aus 

45 def Zelle befahigt ist, kann man somit die Lebensf ahigkeit der 
Zelle , in Kultur steigern, was wiederum eine grofcere Zahl an Zel- 
len in Kultur mit sich bringt, die die gewunschte Feinchemikalie 
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produzieren. Die erf indungsgema&en MCT-Proteine lassen sich der- 
art manipulieren, da£ die. relativen Mengen unterschiedlicher Li- 
pid- und Fettsauremolekiile produziert werden. Dies- kann eine er- 
hebliche Auswirkung auf die Lipidzusammensetzung der Zellmembran 
5 haben. Da jeder Lipidtyp andere physikalische Eigenschaf ten auf- 
weist, kann eine Veranderung der Lipidzusammensetzung .einer Mem- 
bran die Membranfluiditat signifikant -verandern. Anderungen der 
Membranfluiditat konnen den Transport von Molekulen uber die Mem- 
bran sowie die Zellintegritat beeinf lussen, was jeweils eine er- 
10 hebliche Auswirkung auf die Produktion von Feinchemikalien von C. 
glutamicvm in grofiangelegten Fermenterkulturen hat. 

Die isolierten erf indungsgemaGen Nukleinsauresequenzen bef inden 
sich im Genom eines Corynebacterium gl utami cum- Stammes, der von 

15 der American Type Culture Collection unter der Bezeichnung ATCC 
13032 erhaltlich ist. Die Nukleotidseguenz der isolierten C. glu- 
fcami cu/n-MCT-cDNAs und die vorhergesagten Aminosauresequenzen der 
C. glutamicum-MCT-Proteine sind im Anhang A bzw. B gezeigt. Es 
wurden Computeranalysen durchgefuhrt, die diese Nukleotidsequen- 

20 zen als Sequenzen klassif izierten und/oder identif izierten, die 
Proteine codieren, die am Metabolismus von zellmembrankomponenten 
beteiligt sind, oder Proteine, die am Transport von Verbindungen 
uber die Membran beteiligt sind. 

25 Die vorliegende Erfindung betrifft auch Proteine, deren Aminosau- 
resequenz zu einer Aminosauresequenz in Anhang B im wesentlichen 
■ homolog ist. Wie hier verwendet, ist ein Protein, dessen Amino- 
sauresequenz zu einer ausgewahlten Aminosauresequenz im wesent- 
lichen 'homolog ist, zur ausgewahlten Aminosauresequenz zumindest 

30 zu etwa 50% homolog, bspw. zur gesamten ausgewahlten Aminosaure- 
sequenz. Ein Protein, dessen Aminosauresequenz zu einer ausge- 
wahlten Aminosauresequenz im wesentlichen homolog ist, kann auch 
mindes tens zu etwa 50-60%, vorzugsweise mindestens zu etwa 
60-70%, starker bevorzugt mindestens etwa 70-80%, 80-90% oder 

35 90-95% und am starksten bevorzugt mindestens zu etwa 96%, 97%, 
98%, 99% oder noch homologer zur ausgewahlten Aminosauresequenz 
sein. 

Das erfindungsgemaBe MCT-Protein oder ein biologisch aktiver 
40 Abschnitt oder Fragmente davon konnen am Metabolismus von Ver- 
bindungen, die fur den Aufbau der Zellmembranen in C. glutamicum 
notwendig sind, oder am Transport von Molekiilen uber diese 
Membranen beteiligt sein, oder konnen eine Oder mehrere der in 
Tabel v le 1 aufgefuhrten Aktivitaten aufweisen. 

45 
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In den nachstehenden Unterabschnitten sind verschiedene Aspekte 
der Erfindung ausfiihrlicher beschrieben: 

A. Isolierte Nukleinsauremolekule 

5 

Ein Aspekt der Erfindung betrifft isolierte Nukleinsauremolekule, 
die MCT- Polypeptide oder biologisch aktive Abschnitte" davoh 
codieren, sowie Nukleinsauref ragmente, die zur Verwendung als 
Hybridisierungssonden oder Primer zur Identif izierung oder 
10 Amplif izierung von MCT-codierenden Nukleinsauren (z.B. MCT-DNA) 
hinreichen. Der Begriff "Nukleinsauremolekul" soli DNA-Molekule 
(z B. cDNA Oder genomische DNA) und RNA-Molekiile (z.B. mRNA) 
sowie DNA- oder RNA-Analoga, die mittels Nukleotidanaloga erzeugt 
werden, umfassen. Dieser Begriff umfaSt zudem die am 3'- und 
15 am 5'-Ende des codierenden Genbereichs gelegene untranslatierte 
Sequenz: mindestens etwa 100 Nukleotide der Sequenz stromauf- 
warts des 5'-Endes des codierenden Bereichs und mindestens etwa 
20 Nukleotide der Sequenz stromabwarts des 3'-Endes des codieren- 
den Genbereichs. Das Nukleinsauremolekul kann einzelstrangig oder 
20 doppelstrangig sein, ist aber vorzugsweise eine doppelstrangige 
DNA. Ein "isoliertes" Nukleinsauremolekul wird aus anderen 
Nukleinsauremolekiilen abgetrennt, die in der natiirlichen Quelle 
der Nukleinsaure zugegen sind. Eine "isolierte" Nukleinsaure hat 
vorzugsweise keine Sequenzen, die die Nukleinsaure in der genomi- 
25 schen DNA des Organ ismus, aus dem die Nukleinsaure stammt, natur- 
licherweise flankieren (bspw. Sequenzen, die sich am 5'- bzw. 
3'-Ende der Nukleinsaure bef inden) . In verschiedenen Ausfiihrungs- 
formen kann bspw. das isolierte MCT-Nukleinsauremolekul weniger 
als etwa 5 kb,' 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb. 0.5 kb oder 0,1 kb der 
30 Nukleotidsequenzen, die natiirlicherweise das Nukleinsauremolekul 
in der genomischen DNA der Zelle, aus der die Nukleinsaure stammt 
(bspw. eine C. glutamicum-Zelle) flankieren. Ein "isoliertes" 
Nukleinsauremolekul, wie' ein cDNA-Molekul, kann uber dies im 
wesentlichen f rei von einem anderen zellularen Material oder 
35 Kulturmedium sein, wenn es durch rekombinante Techniken her- 
gestellt wird, oder frei von chemischen Vorstufen oder anderen 
Chemikalien sein, wenn es chemisch synthetisiert wird. 

Ein erfindungsgemaEes Nukleinsauremolekul, bspw. eine Nuklein- 
40 sauremolekiil mit einer Nukleotidsequenz aus Anhang A oder ein Ab- 
schnitt da'von, kann mittels molekularbiologischer Standard-Tech- 
niken und der hier bereitgestellten Sequenzinf ormation isoliert 
werden. Bspw. kann eine C. grlutamicum-MCT-cDNA aus einer C. glu- 
tamicum-Bank isoliert werden, indem eine vollstandige Sequenz aus 
45 Anhang A oder ein Abschnitt davon als Hybridisierungs sonde und 
Standard-Hybridisieruhgstechniken (wie bspw. beschrieben in Sam- 
brook. J., Fritsch, E.F. und Maniatis. T. Molecular Cloning: A 
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Laboratory Manual. 2. Aufl. Cold 'spring Harbor Laboratory, Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 19 89) 
verwendet werden. Uberdies laSt sich ein Nukleinsauremolekiil, um- 
fassend eine vollstandige Sequenz aus Anhang A Oder ein Abschnitt 
5 davon, durch Polymerasekettenreaktion isoiieren, wobei die Oligo- 
nukleotidprimer, die auf der Basis .dieser Sequenz erstellt wur- 
den, verwendet werden (z.B. kann ein Nukleinsauremolekiil, umfas- 
send eine vollstandige Sequenz aus Anhang A oder einen Abschnitt 
davon) durch Polymerasekettenreaktion isoliert werden, indem 

10 Oligonukleotidprimer verwendet werden, die auf der Basis dieser 
gleichen Sequenz aus Anhang A erstellt worden sind) . Bspw. la&t 
sich mRNA aus normalen Endothelzellen isoiieren (bspw t durch das 
Guanidiniumthiocyanat-Extraktionsverfahren von Chirgwin et al. 
(197 9) Biochemistry 18: 52 94-5299) und die cDNA kann mittels 

15 reverser Transkriptase (bspw. Moloney-MLV-Reverse-Transkriptase, 
erhaltlich bei Gibco/BRL, Bethesda, MD, oder AMV-Reverse-Trans- 
kriptase, erhaltlich von Seikagaku America, Inc., St. Petersburg, 
FL) hergestellt werden. Synthetische Oligonukleotidprimer fur die 
Amplif izierung via Polymerasekettereaktion lassen sich auf der 

20 Basis einer der in Anhang A gezeigten Nukleotidsequenzen erstel- 
len. Eine erf indungsgemafce. Nukleinsaure kann mittels cDNA oder 
alternativ genomischer DNA als 'Matrize und geeigneten Oligonu- 
kleotidprimern gemaS PCR-Standard- Amplif ikationstechniken 1 ampli- 
fiziert werden. Die so amplif izierte Nukleinsaure kann in einen 

25 geeigneten Vektor kloniert werden und durch DNA-Sequenzanalyse 
charakterisiert werden. Oligonukleotide, die einer MCT-Nukleotid- 
sequenz entsprechen, konnen durch Standard-Syntheseverf ahren, 
bspw. mit einem automatischen DNA-Synthesegerat , hergestellt 
werden. * 

30 

Bei einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm umfa£t ein erfindungs- 
gemaSes isoliertes Nukleinsauremolekiil eine der in Anhang A auf- 
gefiihrten Nukleotidsequenzen. Die Sequenzen von Anhang A entspre- 
chen den erf indungsgemaGen MCT-cDNAs aus Corynebacterium glutami- 

35 cum. Diese cDNAs umfassen Sequenzen, die MCT-Proteine (d.h. den 
"codierenden Bereich" , der in jeder Sequenz in Anhang A angegeben 
ist) , sowie die 5'-. und 3 ' -untranslatierten Sequenzen, die eben- 
falls in Anhang A angegeben sind. Das Nukleinsauremolekiil kann 
alternativ hur den codierenden Bereich einer der Sequenzen in 

40 Anhang A umfassen. 

. Fur erf indungsgemafce Zwecke hat selbstverstandlich jede der in 
Anhang A angegebenen Sequenzen eine RXA- oder RXN-Identif izie- 
rungsnummer, wobei hinter der Bezeichnung "RXA" oder "RXN" 5 
45 Ziffern aufgefiihrt sind (bspW. RXAO-0001) . Jede dieser Sequenzen 
umfaSt bis zu drei Abschnitte: einen stromauf warts gelegenen 
5 '-Bereich, einen codierenden Bereich, und einen stromabwarts 
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gelegenen 3 '-Bereich. Jeder dieser drei Bereiche ist durch die 
gleiche RXA- oder RXN-Bezeichnung. gekennzeichnet , urn Verwirrung 
zu vermeiden. Die Bezeichnung "eine der Sequenzen in Anhang A" 
steht fur eine der Sequenzen in Anhang A, die sich durch ih're 
5 unterschiedlichen RXA- oder RXN-Nummern unterscheiden lassen. Der 
' codierende Bereich jeder Sequenz wird in die entsprechende Amino- 
sauresequenz translat iert / die in Anhang B angegeben ist. Die 

' 1 Sequenzen in Anhang B werden durch die gleichen RXA- oder RXN- 

Nummern wie in Anhang A identif iziert , so da& sie sich leicht zu- 

10 ordnen lassen. Bspw. ist die mit RXA00001 bezeichnete Aminosaure- 
sequenz in Anhang B eine Translation des codierenden Bereichs der 
Nukleotidsequenz des Nukleinsaurempleklils : RXA00001 in Anhang A. 

Bei einer Ausf uhrungsf orm sollen die erf indungsgemateen Nuklein- 
15 sauremoleklile nicht die in Tabelle 2 zusammengestellten umfassen. 
Eine Sequenz. fiir das dapD-Gen wurde in Wehrmann, A. et al . (1998) 
J. Bacterid. 180 (12): 3159-3165 verof fentlicht . Die von den 
Erf indern der vorliegenden Patentarimeldung gewonnene Sequenz ist 
jedoch erheblich langer als die verof fentlichte Version. Man 
20 nimmt an, daS die verof fentlichte Version auf einem inkorrekten 
Startcodon beruht/ und somit nur ein Fragment des eigentlichen 
codierenden Bereichs ausmacht. 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm umfatet ein erf in- 
25 dungsgemaSes isoliertes Nukleinsauremolekiil' ein zu einer der in . 
Anhang A gezeigten Nukleotidsequenzen komplementares Nuklein- 
sauremolekiil oder einen Abschnitt davon, wobei es sich um ein 
Nukleinsauremolekiil handelt, das zu einer der in Anhang A gezeig- 
ten Nukleotidsequenzen hinreichend komplementar ist, daS es mit 
30 einer der in Anhang A angegebenen Sequenzen hybridisieren kann, 
wodurch ein stabiler Duplex entsteht. 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm umfaSt ein erf in- 
dungsgemaSes isoliertes Nukleinsauremolekiil eine Nukleotidse- 

35 quenz, die mindestens etwa 50-60%, vorzugsweise mindestens etwa 
60-70%, starker bevorzugt mindestens etwa 70-80%, 80-90% oder 
90-95% und noch starker bevorzugt mindestens etwa 95%, 96%, 97%, 
98%, 99% oder noch homologer zu einer in Anhang A angegebenen 
Nukleotidsequenz oder einem Abschnitt davon ist. Bei einer 

40 weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm umfafct ein erf indungsgemafces 
isoliertes Nukleinsauremolekiil eine' Nukleotidsequenz, die, bspw. 
• unter stringenten Bedingungen, mit einer der in Anhang A gezeig- 
ten Nukleotidsequenzen oder einem Abschnitt davon hybridisiert . 

' * 

45 Das erf indungsgemaSe Nukleinsauremolekiil kann liberdies nur einen 
Abschnitt des codierenden Bereichs von einer der Sequenzen in 
Anhang A umfassen, bspw. ein Fragment, das als Sonde oder Primer 
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Oder Fragment verwendet werden kann, welches einen biologisch 
aktiven Abschnitt eines MCT-Proteins codiert. Die aus der Klonie- 
rung der MCT-Gene aus C. glutamicum ermittelten Nukieotidsequen- 
zen ermoglichen die Erzeugung von- Sonden und Primern, die zur 
5 Identifizierung und/oder Klonierung von MCT-Homologa in anderen 
■ Zelltypen und Organismen und MCT-Homologa von anderen Coryne- 
bakterien oder verweindten Arten ausgelegt sind. . Die Sonde bzw. . 
der Primer umfassen gewohnlich im wesentlichen gereinigtes Oligo- 
nukleotid. Das Oligonukleotid umfaSt gewohnlich einen Nukleotid- 

10 sequenzbereich, der unter, stringenten Bedingungen an mindestens 
etwa 12, vorzugsweise etwa 25, starker bevorzugt etwa 40, 50 oder 
75 aufeinanderfolgende Nukleotide eines Sense-Stranges von einer 
der in Anhang A angegebenen Sequenzen, eines Antisense-Stranges 
von einer der in Anhang A angegebenen Sequenzen oder .naturlich 

15 vorkommenden Mutanten davon hybridisiert. Primer auf der Basis 
- einer Nukleotidsequenz aus Anhang A konnen in PCR-Reaktionen zur 
Klonierung von MCT-Homologa verwendet werden. Sonden auf der 
Basis der MCT-Nukleotidsequenzen konnen zum Nachweisen von Trans- 
kripten oder genomischen Sequenzen, die das gleiche oder homologe 

20 Proteine codieren, verwendet werden. in bevorzugten Ausfiihrungs- 
formen umfaSt die Sonde zudem eine daran gebundene Markierungs- 
gruppe, bspw. ein Radioisotop, eine f luoreszierende Verbindung, 
ein Enzym oder einen Enzym-Cof aktor . Diese Sonden konnen als Teil 
eines diagnostischen Test-Kits zur Identifizierung von.Zellen 

25 verwendet werden, die ein MCT-Protein misexprimieren, wie durch 
Messen einer Menge einer MCT-codierenden Nukleinsaure in einer 
Zellenprobe, bspw. Messen der MCT-mRNA-Spiegel oder durch Be- 
stimmen, ob ein genomisches MCT-Gen rautiert oder deletiert ist. 

30 Bei einer Ausf uhrungsf orm codiert das erf indungsgemaSe Nuklein- 
sauremolekul ein Protein oder einen Abschnitt davon, der eine 
- Aminosauresequenz umfaSt, die hinreichend homolog zu einer Amino- 
sauresequenz von Anhang B ist, daS das Protein oder ein Abschnitt 
davon weiterhin am Metabolismus von Verbindungen, die fiir deri 

35 Aufbau' der ; Zellmembranen in C. glutamicum no twendig sind, oder am 
Transport der Molekiile iiber diese Membranen beteiligt sein kann. 
Wie hier verwendet, betrifft der Begriff "hinreichend homolog" 
Proteine oder Abschnitte davon, deren Aminosauresequenzen eine 
minimale Anzahl identischer oder aquivalenter Aminosaurereste 

40 (bspw. ein Aminosaurerest mit einer ahnlichen Seitenkette wie ein 
Aminosaurerest in einer der Sequenzen von Anhang B) zu einer 
Aminosauresequenz aus Anhang B aufweisen, so daS das Protein oder 
ein Abschnitt davon weiterhin am Metabolismus von Verbindungen, 
die fiir den Aufbau der Zellmembranen in C. glutamicum notwendig 

45 sind, oder am Transport der Molekiile iiber diese Membranen betei- 
ligt sein kann. Proteinbestandteile dieser Stof fwechselwege fiir 
Membrankomponenten oder Membrantransportsysteme, wie hier be- 
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schrieben, konnen eine Rolle bei der Produktion und Sekretion von 
einer oder mehreren Feinchemikalien spielen. Beispiele dieser 
Aktivitaten sind ebenfalls hier beschrieben. Somit betrifft die 
"Funktion eines MCT-Proteins" entweder direkt oder indirekt die 
5 Ausbeute,< Produktion und/oder Effizienz der Produktion von einer 
oder mehreren Feinchemikalien. In Tabelle 1 sind Beispiele der 
MCT-Proteinaktivitaten angegeben. 

Bei einer weiteren Ausf iihrungsf orm ist das Protein mindestens 
10 etwa 50-60%, vorzugsweise mindestens etwa 60-70%, starker bevor- 
zugt mindestens etwa 70-80%, 80-90%, 90-95% und am starksten be- 
vorzugt mindestens etwa 96%, 97%, 98%, 99% oder noch homologer zu 
einer vollstandigen Aminosauresequenz in Anhang B. 

15 Abschnitte von Proteinen, die von den erf indungsgemafcen MCT- 
Nukleinsauremolekulen codiert werden, sind vorzugsweise biolo- 
gisch aktive Abschnitte von einem der MCT-Proteine. Der Begrif f 
"biologisch aktiver Abschnitt eines MCT-Proteins", wie er hier 
verwendet wird, soil einen Abschnitt, bspw. eine Domane oder ein 

20 Motiv, eines MCT-Proteins umfassen, die/das am Metabolismus von 
Verbindungen, die fur den Aufbau der Zellmembranen in C. gluta- 
micum notwendig sind, oder am Transport von Molekulen iiber diese 
Membranen beteiligt sein kann, oder eine in Tabelle 1 angegebene 
Aktivitat aufweist. Zur Bestimmung, ob ein MCT- Protein oder ein 

25 biologisch aktiver Abschnitt davon am Metabolismus von Verbindun- 
gen, die fur den Aufbau der Zellmembranen in C. glutamicum not- 
wendig sind, oder am Transport von Molekulen iiber diese Membranen 
beteiligt sein kann, kann ein Test der enzymatischen Aktivitat 
durchgefuhrt werden. Diese Testverfahren, wie eingehend beschrie- 

30 ben in Beispiel 8 des Beispielteils, sind dem Fachmann gelaufig. 

Zusatzliche Nukleinsauref ragmente, die biologisch aktive Ab- 
schnitte eines MCT-Proteins codieren, lassen sich durch Isolieren 
eines Abschnitts von einer der Sequenzen in Anhang B, Exprimieren 
35 des codierten Abschnitt des MCT-Proteins oder -Peptides (z.B. 

durch rekombinante Expression in vitro) und Bestimmen der Aktivi- 
tat des codierten Abschnittes des MCT-Proteins oder Peptides her- 
stellen. 

40 Die Erfindung umfafct zudem Nukleinsauremolekiile, die sich von ei- 
ner der in Anhang A gezeigten Nukleotidsequenzen (und Abschnitten 
davon) aufgrund des degenerierten genet ischen Codes unterscheiden 
und somit das gleiche MCT-Protein codieren wie dasjenige, das von 
den in Anhang A gezeigten Nukleotidsequenzen codiert wird. In ei- 

45 ner anderen Ausf iihrungsf orm hat ein erf indungsgemafces isbliertes 
Nukleinsauremolekul eine Nukleotidsequenz , die ein Protein mit 
einer . in Anhang B gezeigten Aminosauresequenz codiert. In einer 
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weiteren Ausf iihrungsf orm codiert das erf indungsgema&e Nukleinsau- 
remolekul ein C. glu tajnicu/n-Vollangenprotein, das zu einer Amino-, 
. sauresequenz aus Anhang B (codiert von einem in Anhang A gezeig- 
ten offenen Leseraster) im wesentlichen homolog ist. 

5 

Zusatzlich zu den in Anhang A gezeigten C. glu tami cuJD-MCT-Nukleo- 
tidsequenzen, geht der Fachmann davon aus, daft DNA-Sequenzpoly- 
morphismen, die zu Anderungen in den Aminosauresequenzen von MCT- 
Proteinen fiihren, innerhalb einer Population (bspw. der C. gluta- 

10 jnicum-Population) existieren konnen. Diese genetischen Polymor- 
ph ismen im MCT-Gen konnen zwischen Individuen innerhalb einer Po- 
pulation aufgrund der natiirlichen Variation existieren. Wie hier 
verwendet, bedeuten die Begriffe "Gen" und "rekombinantes Gen" 
Nukleinsauremolekiile mit einem offenen Leseraster, das ein MCT- 

15 Protein, vorzugsweise C. glu tami cum-MCT-Prot ein codiert. Diese 
naturlichen Variationen bewirken ublicherweise eine Varianz von 
1-5% in der Nukleotidsequenz des MCT-Gens . Samtliche Nukleotid- 
variationen und daraus resultierenden Aminosaurepolymorphismen in 
MCT, die das Ergebnis naturlicher Variation sind und die funktio- 

20 nelle Aktivitat von MCT-Proteinen nicht verandern, sollen im Urn- 
fang der Erfindung liegen. 

Nukleinsauremolekiile, die den naturlichen Varianten entsprechen, 
und Nicht-C. gluta/nicu/n-Homologa der erf indungsgemaSen C. gluta- 

25 mi cu/n-MCT-cDNA konnen auf der Grundlage ihrer Homologie zur hier 
of fenbarten C. gluta/nicuni-MCT-Nukleinsaure mit der C. glutamicum- 
cDNA Oder einem Abschnitt davon als Hybridisierungssonde gema£ 
Standard-Hybridisierungstechniken unter stringenten Hybridisie- 
rungbedingungen iso.liert werden. In einer anderen Ausf iihrungsf orm 

30 ist ein erf indungsgemafies isoliertes Nukleinsauremolekul minde- 
stens 15 Nukleotide lang und hybridisiert unter stringenten Be- 
dingungen mit dem Nukleinsauremolekul, das eine Nukleotidsequenz 
aus Anhang A umfaSt. In anderen Ausf iihrungsf ormen 1st die 
Nukleinsaure mindestens 30, 50, 100, 250 Nukleotide lang Oder 

35 langer. Der Begriff "hybridisiert unter stringenten Bedingungen" , 
wie er hier verwendet wird, soli Hybridisierungs- und Waschbedin- 
gungen beschreiben, unter denen Nukleotidsequenz en, die minde- 
stens 60% homolog zueinander sind, gewohnlich aneinander hybridi- 
siert bleiben. Die Bedingungen sind vorzugsweise derart, dafi 

40 Sequenzen, die mindestens etwa 65%, starker bevorzugt mindestens 
etwa 70% und noch starker bevorzugt mindestens etwa 7 5% oder 
starker zueinander homolog sind, gewohnlich aneinander hybridi- 
siert bleiben. Diese stringenten Bedingungen sind dem Fachmann 
bekannt und lassen sich in Ausubel et al., Current Protocols in 

45 Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY. (1989), 6.3.1-6.3.6. 
finden. Ein bevorzugtes, nicht-einschrankendes Beispiel fur 
stringente Hybridisierungsbedingungen ist eine Hybridisierung in 
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6x Natriumchlorid/Natriumcitrat (SSC) bei etwa 45°C, gefolgt von 
einem oder mehreren Waschschritten in 0,2x SSC, 0,1% SDS bei 
50-65°C. Ein erf indungsgemSfies isoliertes Nukleinsauremolekul, das 
unter stringenten Bedingungen an eine Sequenz aus Anhang A hybri- 
5 disiert, entspricht vorzugsweise einem natiirlich vorkommenden 
Nukleinsauremolekul. Wie hier verwendet betrifft ein "natiirlich 
vorkommendes" Nukleinsauremolekul ein RNA- oder DNA-MOlekiil, mit 
einer Nukleotidsequenz, die in der Natur vorkommt (bspw. ein 
natiirliches Protein cddiert) . Bei einer Ausfiihrungsf orm codiert 
10 die Nukleinsaure ein natiirlich vorkommendes C. glutamicum-MCT- 
Protein. • 

Zusatzlich zu natiirlich vorkommenden Varianten der MCT-Sequenz, 
die in der Population existieren konnen, ist der Fachmann sich 

15 ebenfalls dessen bewuSt, daS Anderungen durch Mutation in eine 
Nukleotidsequenz von Anhang A eingebracht werden konnen, was zur 
Anderurig der Aminosaureseguenz des codierten MCT-Proteins fiihrt, 
ohne da6 die Funktionsf ahigkeit des MCT-Proteins beeintrachtigt 
wird. Bspw. lassen sich Nukleotidsusbtitutionen, die an "nicht- 

20 essentiellen" Aminosaureresten zu Aminosauresubstitutionen fuh- 
ren, in einer Sequenz von Anhang A herstellen. Ein "nicht-essen- 
tieller" Aminosaurerest laEt sich in einer Wildtypsequenz von ei- 
nem der MCT-Proteine (Anhang B) verandern, ohne dafi die Aktivitat 
des MCT-Proteins verandert wird, wohingegen ein "essentieller" 

25 Aminosaurerest fur die MCT-Proteinaktivitat erforderlich ist. An- 
dere Aminosaurereste jedoch (bspw. nicht-konservierte oder ledig- 
lich semikonservierte Aminosaurereste in der Domane mit MCT-Akti- 
vitat) konnen fur die Aktivitat nicht essentiell sein und lassen 
sich somit wahrscheinlich verandern, ohne daS die MCT-Aktivitat 

30 verandert wird. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft Nukleinsauremolekiile, 
die MCT-Proteine codieren, die veranderte Aminosaurereste enthal- 
ten, die fur die MCT-Aktivitat nicht-essentiell sind. Diese MCT- 

35 Proteine unterscheiden sich in der Aminosaureseguenz .von einer 
Sequenz in Anhang B und behalten zumindest eine der hier be- 
schriebenen MCT-Aktivitaten. Das isolierte Nukleinsauremolekul 
umfaSt bei einer Ausfiihrungsf orm eine Nukleotidsequenz, die ein 
Protein codiert, das eine Aminosauresequenz umfafit, die minde- 

40 stens etwa 50% Homologie zu einer Aminosauresequenz aus Anhang B 
aufweist, und am Metabolismus von Verbindungen, die fur den Auf- 
bau der z'ellmembranen in C. glutamicum notwendig sind, oder am 
Transport von Molekulen iiber diese Membranen beteiligt sein kann, 
oder eine oder mehrere der in Tabelle 1 auf gefiihrten Aktivitaten 

45 besitzt. Das von dem Nukleinsauremolekiil codierte Protein weist 
vorzugsweise mindestens etwa 50-60%, starker bevorzugt mindestens 
etwa 60-70%, noch starker bevorzugt mindestens etwa 70-80%, 
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80-90%, 90-95%, und am starksten bevorzugt mindestens etwa 96%, 
97%, 98% oder 99% Homologie zu einer der Sequenzen in Anhang B 
auf. 

5 Zur Bestimmung der prozeatualen Homologie von zwei Aminosaurese- 
quenzen (bspw. einer der Sequenzen aus Anhang B und einer mutier- 
ten Form davon) oder von zwei Nukleinsauren, werden die Sequenzen 
fur optimale vergleichszwecke untereinander geschrieben (bspw. 
konnen Liicken in die Sequenz eines Proteins oder einer Nuklein- 

10 saure eingefiigt werden, damit ein optimales Alignment mit dem an- 
deren Protein oder der anderen Nukleinsaure erzeugt wird). Die 
Aminosaurereste oder die Nukleotide werden dann an den entspre- 
chenden Aminosaure- oder Nukleotidstellen miteinander verglichen. 
Wenn eine Position in einer Sequenz (bspw. eine der Sequenzen von 

15 Anhang B) vom gleichen Aminosaurerest oder Nukleotid belegt wird, 
wie an der entsprechenden Stelle in der anderen Sequenz (bspw. 
eine mu.tierte Form der aus Anhang B ausgewahlten Sequenz), dann 
sind die Molekiile an dieser Stelle homolog (d.h. der hier verwen- 
dete Begriff Aminosaure- oder Nukleinsaure-"Homologie" ist aqui- 

20 valent zu Aminosaure- oder Nukleinsaure-" Identitat" ) . Die prozen- 
tuale Homologie zwischen den beiden Sequenzen ist eine Funktion 
der Anzahl der identischen Stellen in alien Sequenzen (d.h. % 
Homologie = Anzahl der identischen Stellen/Gesamtanzahl der 
Positionen x 100) . 

25 

Ein isoliertes Nukleinsauremolekiil , das ein MCT-Protein codiert, 
das zu einer Proteinsequenz aus Anhang B homolog ist, kann durch 
Einbringen von einer oder mehreren Nukleotidsubstitutionen, 
-additionen oder -deletionen in eine Nukleotidsequenz aus Anhang 

30 A erzeugt werden, so daS eine oder mehrere Aminosauresubsti- 
tutionen, -additionen oder -deletionen in das codierte Protein 
eingebracht werden. Die Mutationen konnen in eine der Sequenzen 
aus Anhang A durch standard-Techniken eingebracht werden, wie 
stellengerichtete Mutagenese und PCR-vermittelte Mutagenese. Vor- 

35 zugsweise werden konservative Aminosauresubstitutionen an einer 
oder mehreren der vorhergesagten nicht-essentiellen Aminosaurere 
sten eingefiihrt. Bei einer "konservativen Aminosauresubstitution 
wird der Aminosaurerest durch einen Aminosaurerest mit einer 
Shnlichen Seitenkette . ausgetauscht . Im Fachgebiet sind Familien 

40 von Aminosaureresten mit ahnlichen Seitenketten definiert worden 
Diese Familien umfassen Aminosauren mit basischen Seitenketten 
(z.B. Lysin, Arginin, Histidin) , saur en Seitenketten (z.B. 
Asparaginsaure, Glutaminsaure) , ungeladenen polaren Seitenketten 
(z.B. Glycin, Asparagin, Glutamin, Serin, Threonin, Tyrosin, 

45 Cystein) , nicht-polaren Seitenketten, (bspw. Alanin, Valin, 

Leucin, Isoleucin, Prolin, Phenylalanin, Methionin, Tryptophan), 
beta-verzweigten Seitenketten (z.B. Threonin, Valin, isoleucin) 
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: und aromatischen Seitenketten (z.B. Tyrosin, Phenylalanine Tryp- 
tophan, Histidin)-. Ein vorhergesagter nicht-essentieller Amino- 
saurerest in einem MCT-Protein wird somit vorzugswei-se durch 
einen anderen Aminosaurerest der gleichen Seitenkettenf amilie 
5 ausgetauscht . In einer weiteren Ausfiihrungsf orm konnen die Muta- 
tionen altemativ zuf allsgemaG uber die gesamte Oder einen Teil 
der MCT-codierenden Sequenz eingebracht werden, bspw. durch Sat- 
tigungsmutagenese, und die result ierenden Mutanten konnen auf die 
hier beschriebene MCT-Aktivitat untersucht werden, urn Mutanten zu 

10 identifizieren, die eine MCT-Aktivitat beibehalten. Nach der 

Mutagenese von einer der Sequenzen aus Anhang A kann das codierte 
Protein rekombinant exprimiert werden, und die Aktivitat des 
Proteins kann bspw. mit den hier beschriebenen Tests (siehe 
Beispiel 8 des Beispielteils) bestimmt werden. 

15 

Zusatzlich zu den Nukleinsauremolekiilen, die die vorstehend be- 
schriebenen MCT-Proteine codieren, betrifft ein weiterer Aspekt 
der Erfindung isolierte Nukleinsauremolekiile, die antisense dazu 
sind. Eine "Antisense-"Nukleinsaure umfaSt eine Nukleotidsequehz, 

20 die zu einer »Sense-"Nukleinsaure, welche ein Protein codiert, 

komplementar ist, bspw. komplementar zum codierenden Strang eines 
doppelstrangigen cDNA-Molekiils oder komplementar zu einer mRNA- 
Sequenz. Eine Antisense-Nukleinsaure kann folglich uber Wasser- 
stoffbriickenbindungen an eine Sense-Nukleinsaure binden. Die 

25 Antisense-Nukleinsaure kann zum gesamten MCT-codierenden Strang 
oder nur zu einem Abschnitt davon komplementar sein. Bei einer 
Ausfuhrungsform ist ein Antisense-Nukleinsauremolekul antisense 
zu einem "codierenden Bereich" des codierenden Stranges einer 
Nukleotidsequenz , die ein MCT-Protein codiert. Der Begriff "co- 

30 dierender Bereich" betrifft den Bereich der Nukleotidsequenz, der 
Codons umfaSt, die in Aminosaurereste translatiert werden (bspw. 
umfaSt der gesamte codierende Bereich von SEQ.-ID. RXA00001 die 
Nukleotide 1 bis 1128). Bei einer weiteren Ausfuhrungsform ist 
das Antisense-Nukleinsauremolekul antisense zu einem "nicht- 

35 codierenden Bereich" des codierenden Stranges einer Nukleotidse- 
quenz, die MCT codiert. Der Begriff "nicht-codierender Bereich" 
betrifft 5'- und 3 ' -Sequenzen, die den codierenden Bereich flan- 
kieren und nicht in Aminosauren translatiert werden (d.h. die 
auch als 5'- und 3 ' -untranslatierte Bereiche bezeichnet werden). 

40 

Bei den hier offenbarten Sequenzen des codierenden Stranges, die 
das MCT codieren (bspw. die Sequenzen aus Anhang A) , kSnnen die 
erf indungsgemaSen Antisense-Nukleinsauren gemaS der Regeln der 
Watson-Crick-Basenpaarung ausgestaltet werden. Das Antisense- 
45 Nukleinsauremolekiil kann zum gesamten codierenden Bereich von 

MCT-mRNA komplementar sein, ist aber starker bevorzugt ein Oligo- 
nukleotid, das zu lediglich einem Abschnitt des codierenden oder 
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nicht-codierenden Bereichs der. MCT-mRNA antisense ist. Das Anti- 
sense-Oligonukleotid kann bspw. zum Bereich, der die Translati- 
onsstartstelle von MCT-mRNA umgibt, komplementar sein. Ein.Anti- 
sense-Oligonukleotid kann bspw. -etwa 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 
5 40, 45 oder 50 Nukleotide lang sein. Eine er f indungsgemaEe Anti- 
sense-Nukleinsaure kann mittels chemischer Syntbese und enzyroati- 
scher Ligationsreaktionen mittels im Fachgebiet bekannter Verfah- 
ren konstruiert werden. Eine Antisense-Nukleinsaure (bspw. ein 
Antisense-Oligonukleotid) kann bspw. chemisch synthetisiert wer- 
10 den, wobei naturlich vorkommende Nukleotide oder verschieden 

modifizierte Nukleotide verwendet werden, die so aufgebaut sind, 
daS sie die biologische Stabilitat der Molekule erhonen, oder die 
physikalische Stabilitat des Duplexes erhonen, der zwischen der 
Antisense- und Sense-Nukleinsaure entstanden ist. Bspw. konnen 
15 Phosphor thioat-Derivate und acridinsubstituierte Nukleotide ver- 
wendet werden. Beispiele modif izierter Nukleotide, die zur Erzeu- 
gungder Antisense-Nukleinsaure verwendet werden konnen, sind 
u.a. 5-Fluoruracil, 5-Bromuracil , 5-Chloruracil , 5-Ioduracil, 
Hypoxanthin, Xanthin, 4-Acetylcytosin, 5- (Carboxyhydroxylme- 
20 thyl) uracil, 5-Carboxymethylaminomethyl-2-thiouridin, 5-Carboxy- 
methylaminomethyluracil. pihydrouracil , Beta-D-Galactosylqueosin, 
inosin, N6-Isopentenyladenin, 1-Methylguanin, 1-Methylinosin, 
2,2-Dimethylguanin, 2 -Me thy laden in, 2-Methylguanin, 3-Methylcyto- 
sin, 5-Methylcytosin, N6-Adenin, 7-Methylguanin, 5-Methylamino- 
25 methyluracil, 5-Methoxyaminomethyl-2-thiouracil, Beta-D-Mannosyl- 
queosin, 5 ' -Methoxycarboxymethyluraci 1 , 5-Methoxyuracil, 
2-Methylthio-N6-isopentyladenin, uracil-5-oxyessigsaure (v) , 
Wybutoxosin, Pseudouracil , Queosin, 2-Thioeytosin, 5-Methyl- 
2-thiouracil, 2-Thiouracil , 4-Thiouracil, 5-Methyluracil , 
30 Uracil-5-oxyessigsauremethylester. Uracil-5-oxyessigsaure (v) , 
5-Methyl-2-thiouracil, 3- ( 3 -Amino-3-N-2-carboxypropyl) uracil, 
(acp3)w und.2,6-Diaminopurin. Die- Antisense-Nukleinsaure kann 
ersatzweise biologisch hergestellt werden, indem ein Expressions- 
vektor verwendet wird, in den eine Nukleinsaure in Antisense- 
35 Richtung subkloniert worden ist (d.h. RNA, die von der einge- 
brachten Nukleinsaure transkribiert wird, ist zu einer Ziel- 
nukleinsaure von Interesse . in Antisense-Richtung orientiert, was 
im nachstehenden unterabschnitt weiter beschrieben ist) • 

40 Die erfindungsgemaSen Antisense-Nukleinsauremolekule werden iibli- 
cherweise an eine Zelle verabreicht oder in situ erzeugt, so daS 
sie mit der zellularen mRNA und/oder der genomischen DNA. die ein 
MCT-Protein codiert, hybridisieren oder daran binden, so daS die 
Expression des Proteins, bspw. durch Hemmung der Transkription 

45 und/oder Translation, gehemmt wird. Die Hybridisierung kann durch 
herkommliche Nukleotid-Komplementaritat unter Bildung eines sta- 
bilen Duplexes oder bspw. im Fall eines Antisense-Nukleinsaure- 
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molekiils, das DNA-Duplices bindet, durch spezifische Wechsel- 
wirkungen in der gro&en Furche der Doppelhelix erfolgen. Das 
Antisense-Molekiil kann so modifiziert werden, daS es spezifisch. 
- an einen Rezeptor oder an ein Antigen bindet, das auf einer aus- 
5 gewahlten Zelloberf 1 ache exprimiert wird, bspw. durch Verkniipfen 
des Antisense-Nukleinsauremolekiils an ein Peptid oder einen Anti- 
korper, der an einen Zelloberf lachenrezeptor oder Antigen bindet. 
Das Antisense-Nukleinsauremolekul kann ebenfalls an Zellen ver- 
abreicht werden, wobei die hier beschriebenen Vektoren verwendet 
10 werden. Zur Erzielung hinreichender intrazellularer Konzentratio- 
nen der Antisense-Molekiile sind vektorkonstrukte, in denen sicb 
das Antisense-Nukleinsauremolekul unter der Kontrolle eines 
starken Pol-II- oder Pol-IIl-Promotors befindet, bevorzugt. 

15 In einer weiteren Ausfuhrungsf orm ist das erf indungsgemaSe Anti- 
sense-Nukleinsauremolekul ein oc-anomeres. Nukleinsauremolekul . Ein 
a-anomeres Nukleinsauremolekul biidet spezifische doppelstrangige 
Hybride mit komplementarer RNA, wobei die Strange im Gegensatz zu 
gewohnlichen p-Einheiten parallel zueinander verlauf en. (Gaul tier 

20 et al.. (1987) Nucleic Acids Res. 15:6625-6641). Das Antisense- 
Nukleinsauremolekul kann zudem ein 2 ' -o-Methylribonukleotid 
(inoue et al., (1987) Nucleic Acids Res. 15:6131-6148) oder 
ein chimares RNA-DNA— Anal ogon (Inoue et al. (1987) FEBS Lett. 
215:327-330) umfassen. 



25 



in einer weiteren Aus f iihrungs f orm ist eine erf indungsgemaSe Anti-, 
sense-Nukleinsaure ein Ribozym. Ribozyme sind katalytische RNA- 
Molekule mit Ribonukleaseaktivitat, die eine einzelstrangige 
Nukleinsaure, wie eine mRNA, spalten konnen, zu der sie einen 
30 komplementaren Bereich haben. Somit konnen Ribozyme (z.B. Hammer- 
head-Ribozyme (beschrieben in Haselhoff und Gerlach (1988) Nature 
334:585-591)) zur katalytischen Spaltung von MCT-mRNA-Transkrip- 
ten verwendet werden, urn dadurch die Translation der MCT-mRNA zu 
hemmen. Ein Ribozym mit Spezifitat fur eine MCT-codierende 
35 Nukleinsaure kann auf der Basis der Nukleotidseguenz einer hier 
offenbarten MCT-cDNA (d.h. RXA00001 in Anhang A) aufgebaut 
werden. Bspw. kann ein Derivat einer Tetrahymena-L-19-IVS-RNA 
konstruiert werden, wobei die Nukleotidseguenz der aktiven Stelle 
komplementar zur Nukleotidseguenz ist, die in einer MCT-codieren- 
40 den mRNA gespalten werden soil. S. bspw. Cech et al., US-Patent 
Nr. 4 987 071 und Cech et al . , US-Patent Nr. 5 116 742. Alter- 
nativ kann MCT-mRNA zur Selektion einer katalytischen RNA mit 
spezifischer Ribonukleaseaktivitat aus einem Pool von RNA-Mole- 
kiilen verwendet werden. Siehe bspw. Bartel, D., und Szostak, J.W. 
45 (1993) Science 261: 1411-1418. 
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Die MCT-Genexpression la£t sich alternativ hemmen,, indem Nukleo- 
tidsequenzen, die komplementar zum regulatorischen Bereich einer 
MCT-Nukleotidsequenz. sind (bspw. ein MCT-Promotor und/oder -En- 
hancer) so dirigiert werden, da£ Triple-Helixstrukturen gebildet 
5 werden, die die Transkription eines MCT-Gens in Ziel-Zellen ver- 
hindern. Siehe allgemein Helene, C. (1991) Anticancer Drug Res. 
6(6) 569-584; Helene, C. et al . , (1992)' Ann. N. Y. Acad. Sci. 
660: 27-36; und Maher. L.J. (1992) Bioassays 14(12) 807-815. 

10 B. Rekombinante Expressionsvektoren und wirtszellen 

Ein weiterer Aspekt der Erf indung betriff t Vektoren, vorzugsweise 
Expressionsvektoren, die eine Nukleinsaure enthalten, die ein 
MCT- Protein (oder einen Abschnitt davon) codieren. Wie hier ver- 

15 wendet betrifft der Begriff "Vektor" ein Nukleinsauremoleklil , das 
eine andere Nukleinsaure transportieren kann, an welche es gebun- 
den ist. Ein Vektortyp ist ein "Plasmid", was fur eine zirkulare 
doppelstrangige DNA-Schleife steht, in die zusatzlichen DNA— Seg- 
ment e ligiert werden konnen. Ein weiterer Vektortyp ist ein vira- 

20 ler Vektor, wobei zusatzliche DNA-Segmente in das virale Genom 
ligiert werden konnen. Bestimmte Vektoren konnen in einer Wirts- 
zelle, in die sie eihgebracht worden sind, autonom replizieren 
(bspw. Bakterienvektoren, mit bakteriellem Rep likationsur sprung 
und episomale Saugetiervektoren) . Andere Vektoren (z.B. nicht- 

25 episomale Saugetiervektoren) werden in das Genom einer wirtszelle 
beim Einbringen in die Wirtszelle integriert und dadurch zusammen 
mit dem Wirtsgenom repliziert. Zudem konnen bestimmte Vektoren 
die Expression von Genen, mit denen sie f unktionsf ahig verbunden 
sind, steuern. Diese Vektoren werden als "Expressionsvektoren", 

30 bezeichnet. Gewohnlich haben die Expressionsvektoren, die bei 
DNA- Rekombinat ions techniken verwendet werden, die Form von Plas- 
miden. In der vorliegenden Beschreibung konnen "Plasmid" und 
"Vektor" austauschbar verwendet werden, da das Plasmid die am 
haufigsten verwendete Vektorform ist. Die Erf indung soil diese 

35 anderen Expressionsvektorf ormen, wie virale Vektoren (bspw. re- 
plikationsdef iziente Retroviren, Adenoviren und adenoverwandte 
Viren) , die ahnliche Funktionen ausiiben, umfassen. 

Der erf indungsgemaSe rekombinante Express ionsvektor umfaSt eine 
4 0 erf indungsgemafce Nukleinsaure in einer Form, die sich zur Ex- 
pression der Nukleinsaure in einer Wirtszelle eignet, was bedeu- 
tet, dafc die rekombinanten Expressionsvektoren eine oder mehrere 
regulatorische Sequenzen, ausgewahlt auf der Basis der zur 
Expression zu verwendenden Wirtszellen, die mit der zu exprimie- 
45 renden Nukleinsauresequenz funktionsf ahig verbunden ist, umfaEt. 
In einem rekombinanten Express ionsvektor bedeutet " funktionsf ahig 
verbunden" , date die Nukleotidsequenz von Interesse derart an die 
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regulatorische (n) Sequenz(en) gebunden ist, dafc die Expression 
der Nukleotidsequenz moglich ist (bspw. in einem In-vitro- 
Transkriptions-/Translationssystem oder in einer Wirtszelle, 
wenn der Vektor in die Wirtszelle eingebracht ist) . Der Begrif f 
5 "regulatorische Sequenz" soil Promotoren, Enhancer und andere 
Expressionskontrollelemente (bspw/ Polyadenylierungssignale) urn- 
fassen. Diese regulatorischen Sequenzen sind bspw beschrieben in 
Goeddel: Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, 
Academic Press, San Diego, CA (1990). Regulatorische Sequenzen 

10 umfassen solche, die die konstitutiye Expression einer Nukleotid- 
sequenz in vielen Wirtszelltypen steuern, und solche, die die 
direkte Expression der Nukleotidsequenz nur in bestimmten Wirts- 
zellen steuern. Der Fachmann 1st sich dessen bewu£t, da£ die 
Gestaltung eines Expressionsvektors von Faktoren abhangen kann, 

15 wie der Wahl der zu trans formierenden Wirtszelle, dem AusmaS der 
Expression des gewiinschten Proteins usw. Die erf indungsgemaEen 
Expressionsvektoren konnen in die Wirtszellen eingebracht werden, 
so da£ dadurch Proteine oder Peptide, einschlietelich Fusions- 
proteinen oder -peptiden, die von den Nukleinsauren , wie hier 

20 beschrieben, codiert werden, hergestellt werden (bspw. MCT-Pro- 
teine, mutierte Formen von MCT-Proteinen, Fusionsproteine, usw.). 

Die erf indungsgemafien rekombinanten Expressionsvektoren konnen 
zur Expression von MCT-Proteinen in prokaryotischen oder euka- 

25 ryotischen Zellen ausgestaltet sein. Bspw. konnen MCT-Gene in 
bakteriellen Zellen, wie C. glutamicum, Insektenzellen (mit 
Baculovirus-Expressionsvektoren) , Hefe- und anderen Pilzzellen 
(siehe Romanos, M. A. et al'. (1992) "Foreign gene expression in 
yeast: a review", Yeast 8: 423-488; van den Hondel, C. A. M.J. J. et 

30 al. (1991) "Heterologous gene expression in filamentous fungi" 
in: More Gene Manipulations in Fungi, J.W. Bennet & L.L. Lasure, 
Hrsg., S. 396-428: Academic Press: San Diego; und van den Hondel, 
C. A. M.J. J. & Punt, P.J. (1991) "Gene transfer systems and vector 
development for filamentous fungi., in: Applied Molecular Genetics 

35 of Fungi, Peberdy, J.F. et al., Hrsg, S. 1-28, Cambridge 
University Press: Cambridge), Algen- und vielzelligen 
Pf lanzenzellen (siehe Schmidt, R. und Wi limit zer, L. (1988) "High 
efficiency Agjrojbacteriu/n tumefaci ens-mediated transformation of 
Arabidopsis thaliana leaf and cotyledon explants" Plant Cell 

40 Rep.: 583-586) oder Saugetierzellen exprimiert werden. Geeignete 
Wirtszellen werden weiter erortert in Goeddel, Gene Expression 
Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, 
CA (1990). Der rekombinante Express ionsvektor kann alternativ, 
bspw. mit T7-Promotorregulatorischen Sequenzen und T7-Polymerase, 

45 in vitro transkribiert und translatiert werden. 
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Die Expression von Proteinen in Prokarydnten erfolgt meist mit 
Vektoren, die konstitutive oder induzierbare Promotoren enthal- 
ten, die die Expression von Fusions- bder Nicht-Fusionsproteinen 
steuern. Fusionsvektoren steuern eine Reihe von Aminos.auren zu 
5 einem darin codierten Protein, gewohnlich am Aminoterminus des 
rekombinanten Proteins, . bei . Diese Fusionsvektoren haben gewohn- 
lich drei Aufgaben: 1) die Verstarkung der Expression von rekom- 
binantem Protein; 2) die Erhohung der Loslichkeit des rekombinan- 
ten Proteins; und 3) die Unterstutzung der Reinigung des rekombi- 

10 nanten Proteins durch Wirkung als Ligand bei der Af f initatsreini- 
gung. Bei Fusions-Expressionsvektoren wird oft eine proteolyti- 
sche Spaltstelle an der Verb indungss telle der Fusionseinheit und 
des rekombinanten Proteins eingebracht, so dafi die Trennung des 
rekombinanten Proteins von der Fusionseinheit nach der Reinigung 

15 des Fusionsproteins moglich ist. Diesa Enzyme und ihre ent- 
sprechenden Erkennungssequenzen umfassen Faktor Xa, Thrombin 
und Enterokinase. 

Ubliche Fusionsexpressionsvektoren umfassen pGEX (Pharmacia Bio- 
20 tech inc; Smith, D.B. und Johnson, K.S. (1988) Gene 67: 31-40), 
pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA) und pRlT 5 (Pharmacia, 
Piscataway, NJ) , bei denen Glutathion-S-Transf erase (GST) , 
Maltose E-bindendes Protein bzw. Protein A an das rekombinante 
Zielprotein fusioniert wird. Bei einer Ausfiihrungsf orm ist die 
25 codierende Sequenz des MCT-Proteins in einen pGEX- Express ions - 
vektor kloniert, so da& ein Vektor erzeugt wird, der ein Fusions 
protein codiert, umfassend vom N-Terminus zum C-Terminus, GST - 
Thrombin- Spaltstelle - X-Protein. Das Fusionsprotein kann durch 
Af f initatschromatographie mittels Glutathion-Agarose-Harz ge- 
30 reinigt werden. Das rekombinante MCT-Protein, das nicht mit GST 
fusioniert ist, kann durch Spaltung des Fusionsproteins mit 
Thrombin gewonnen werden. 

Beispiele geeigneter induzierbarer Nicht-Fusions-Expressionsvek- 
35 toren aus E . coli umfassen pTrc (Amann et al., (1988) Gene 69: 
301 - 315) und pET lid (Studier et al. Gene Expression 
Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego 
Kalifornien (1990) 60-89). Die Zielgenexpression aus dem pTrc- 
Vektor beruht auf der Transkription durch Wirts-RNA- Polymerase 
40 von einem Hybrid-trp-lac-Fusionspromotor . Die Zielgenexpression 
aus dem pETlld-Vektor beruht auf der Transkription von einem 
T7-gnl0-lac-Fusions-Promotor, die von einer coexprimierten vira- 
len RNA-Polymerase (T7 gnl) vermittelt wird. Diese virale 
Polymerase wird von den Wirtsstammen BL 21 (DE3) oder HMS174 
45 (DE3) von einem residenten X-Prophagen geliefert, der ein T7 
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gnl-Gen unter der Transkriptionskontrolle des lacXJV 5-Promdtors 
birgt. 

Eine Strategie zur Maximierung der Expression des rekombinanten 
5 Proteins ist die Expression des Proteins in einem Wirtsbakterium, 
dessen Fahigkeit zur proteolytischen Spaltung des rekombinanten 
Proteins gestort ist (Gottesman, S. Gene Expression Technology: 
Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, Kalifornien 
(1990) 119-128) . Eine weitere Strategie ist die Veranderung der 

10 Nukleinsauresequenz der in einen Express ionsvektor zu inserieren- 
den Nukleinsaure, so daS die einzelnen Codons fur jede Aminosaure 
diejenigen sind, die vorzugsweise in einem zur Expression ausge- 
wahlten Bakterium, wie C. glutamicum, verwendet werden (Wadaet 
al. (1992) Nucleic Acids Res. 20: 2111 - 2118). Diese Veranderung 

15 der erf indungsgemaSen Nukleinsauresequenzen erfolgt durch Stan- 
dard-DNA-Synthesetechniken. , . 

Bei einer weiteren Ausfuhrungsf orm ist der MCT-Proteinexpres- 
sionsvektor ein Hef e-Express ionsvektor . Beispiele fur Vektoren 

20 zur Expression in der Hefe S. cerevisiae umfassen pYepSecl 

(Baldari et al . , (1987) Embo J. 6: 229-234), pMFa (Kurjan und 
Herskowitz (1982) Cell 30: 933-943), pJRY88 (Schultz et al. 
(1987) Gene 54: 113 - 123) sowie pYES2 (Invitrogen Corporation, 
San Diego, CA) . Vektoren und Verfahren zur Konstruktion von Vek- 

25 toren, die' sich zur Verwendung in anderen Pilzen, wie filamento- 
sen Pilzen, eignen, umfassen diejenigen, die eingehend beschrie- 
ben sind in: van den Hondel, C. A.M. J .J . & Punt, P.J. (1991) "Gene 
transfer systems and vector development for filamentous fungi, 
in: Applied Molecular Genetics of fungi, J.F. Peberdy et al., 

30 Hrsg., S. 1-28, Cambridge University Press: Cambridge. 

Alternativ konnen die . erf indungsgemaEen MCT-Proteine N in Insekten- 
zellen unter Verwendung von Baculovirus-Expressionsvektoren 
exprimiert werden. Baculovirus-Vektoren, die zur Expression von 
35 Proteinen in geziichteten Insektenzellen (bspw. Sf9-Zellen) ver- 
fugbar sind, umfassen die pAc-Reihe (Smith et al., (1983) Mol . 
.Cell Biol.. 3: 2156-2165) und die pVL-Reihe (Lucklow und Summers 
(1989) Virology 170: 31-39). 

40 in einer weiteren Ausfuhrungsf orm konnen die erf indungsgemaSen 
MCT-Proteine in einzelligen Pf lanzenzellen (wie Algen) oder in 
Pflanzenzellen hoherer Pflanzen (bspw. Spermatophyten, wie Feld- 
friichte) exprimiert werden. Beispiele fiir Pf lanzen-Expressions- 
vektoren umfassen solche, die eingehend beschrieben sind in: 

45 Becker, D., Kemper, E. , Schell, J. und Masterson, R. (1992) "New 
plant binary vectors with selectable markers located proximal to 
the left border". Plant Mol . Biol. 20: 1195-1197; und Bevan, M.W. 
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(1984) "Binary Agrobacterium vectors for plant transformation", 
Nucl. Acids Res. 12: 8711-8721. 

in einer weiteren Ausf iihrungsf orm wird eine erf indungsgemafie 
5 Nukleinsaure in Saugetierzellen mit einem Saugetier-Expressions- 
vektor exprimiert.. Beispiele fiir Saugetier-Expressionsvektoren 
umfassen pCDM8 (Seed, B. (1987) Nature 329:840) und pMT2PC (Kauf- 
man et al. (1987) EMBO J. 6: 187-195). Bei der Verwendung in 
Saugetierzellen werden die . Kontrollf unktionen des Expressions- 

10 vektors oft von viralen regulatorischen Elementen berei tgestellt . 
Gemeinhin verwendete Promotoren stammen bspw. aus Polyoma, Adeno- 
virus2, Cy t omega lievirus und Simian Virus 40. Flir weitere geeig- 
nete Express ionssysteme fur prbkaryotische und eukaryotische 
Zellen, siehe die Kapitel 16 und 17 aus Sambrook, J., Fritscb, 

15 E.F. und Maniatis, T. , Molecular cloning: A Laboratory Manual, 
2. Auflage, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989. 

Bei einer weiteren Ausf iihrungsf orm kann der rekombinante Sauge- 

20 tier-Expressionsvektor die Expression der Nukleinsaure vorzugs- 
weise in einem bestimmten Zelltyp bewirken (bspw. werden gewebe- 
spezif ische regulatorische Elemente zur Expression der Nuklein- 
saure verwendet) . Gewebespez if ische regulatorische Elemente sind 
im Fachgebiet bekannt. Nicht-einschrankende Beispiele fur geei- 

25 gnete gewebespezif ische Promotoren umfassen den Albuminpromotor 
(leberspezif isch; Pinkert et al . (1987) Genes Dev. 1: 268-277), 
lymphoid-spezif ische Promotoren (Calame und Eaton (1988) Adv. 
Immunol. 43: 235-275), insbesondere Promotoren von T-Zellrezepto- 
ren (Winoto und Baltimore (1989) EMBO J. 8: 729-733) und Immun- 

30 globulinen (Banerji et al. (1983) Cell 33: 729-740; Queen und 

Baltimore (1983) Cell 33: 741-748), neuronspezif ische Promotoren 
(bspw. Neurof ilament-Promotor; Byrne und Ruddle (1989) PNAS 86: 
5473-5477), pankreasspez if ische Promotoren (Edlund et al . , (1985) 
Science 23 0: 912-916) und milchdrusenspezif ische Promotoren 

35 (bspw. Milchserum-Promotor; US-Patent Nr. 4 873 316 und europai- 
sche Patentanmeldungsverof fentlichung Nr. 264 166). Entwicklungs- 
regulierte Promotoren sind ebenfalls umfafct, bspw. die Maus-hox- 
Promotoren (Kessel und Gruss (1990) Science 249: 374-379) und der 
a-Fetoprotein-Promotor (Campes und Tilghman (1989) Genes Dev. 3: 

40 537-546) . 

Die Erfindung stellt zudem einen rekombinanten Expressionsvektor 
bereit, umfassend ein erf indungsgemaEes DNA Molekiil, das in 
Anti sense-Rich tung in den Expressionsvektor kloniert ist. Dies 
45 bedeutet, da£ das DNA-Molekul; derart mit einer regulatorischen 
Sequenz funktionsf ahig verbunden ist, dafi die Expression (durch 
Transkription des DNA- .Molekiil s) eines RNA-Molekuls , das zur MCT- 
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mRNA antisense ist, moglich ist. Es konnen regulatorische Seguen- 
zen ausgewahlt werden, die f unktionsf ahig an eine in Antisense- 
Richtung klonierte Nukleinsaure gebunden sind und die die konti- 
nuierliche Expression des Antisense-RNA-Moleklils in einer Viel- 
5 zahl von Zelltypen steuern, bspw. konnen virale Promotoren und/ 
oder Enhancer oder regulatorische Sequenzen ausgewahlt werden, 
die die konstitutive, gewebespezif ische oder zelltypspezif ische 
Expression von Antisense-RNA steuern. Der Antisense-Expressions- 
vektor kann in Form eines rekombinanten Plasmids, Phagemids oder 

10 attenuierten Virus vorliegen, in dem Ant isense-Nukleinsauren 

unter der Kontrolle eines hochwirksamen regulatorischen Bereichs 
produziert werden, dess en Aktivitat durch den Zelltyp bestimmt 
wird, in den der Vektor eingebracht wird. Fur eine Diskussion der 
Regulation der Genexpression mittels Antisense-Genen, siehe Wein- 

15 traub, H. et al., Antisense-RNA as a molecular tool for genetic 
analysis, Reviews - Trends in Genetics, Bd. 1(1) 1986. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrif f t die. Wirtszellen, in 
die ein erf indungsgemafier rekombinanter Expressionsvektor einge- 

20 bracht worden ist. Die Begriffe "Wirtszelle" und "rekombinante 
Wirtszelle" werden hier untereinander austauschbar verwendet. Es 
ist selbstverstandlich, daS diese Begriffe nicht nur eine be- 
stimmte Zielzelle, sondern auch die Nachkommen oder potentiellen 
Nachkommen dieser Zelle betreffen. Da in auf einanderf olgenden Ge- 

25 nerationen aufgrund von Mutation oder Umwelteinf ltissen bestimmte 
Modif ikationen auf treten konnen, sind diese Nachkommen nicht un- 
bedingt mit der Parentalzelle identisch, sind jedoch im Umfang 
des Begriffs, wie er hier verwendet wird, noch umfa&t. 

30 Eine Wirtszelle kann eine prokaryot ische oder eukaryotische Zelle 
sein. Bspw. kann ein MCT- Protein in Bakterienzellen, wie C. glu- 
tamicum, Insektenzellen, Hefe- oder Saugetierzellen (wie Ovarzel- 
len des chiriesischen Hamsters (CHO) oder COS-Zellen) exprimiert 
werden. Andere geeignete Wirtszellen .sind dem Fachmann gelaufig. 

35 Mikroorganismen, die mit Corynebacterium glutamicum verwandt sind 
und sich geeignet als Wirtszellen fur die erf indungsgemaEen 
Nukleinsaure- und Proteinmolekule verwenden lassen, sind in 
Tabelle 3 aufgefiihrt. 

40 Durch herkommliche Transformations- oder Trans f ektionsverf ahren 
la£t sich Vektor-DNA in prokaryotische oder eukaryotische Zellen 
einbringen. Die Begriffe "Transformation" und "Transf ektion" , 
"Konjugation" und "Transduktion" wie sie hier verwendet werden, 
sollen eine Vielzahl von im Stand der Technik bekannten Verfahren 

45 zum Einbringen fremder Nukleinsaure (bspw. DNA) in eine Wirts- 
zelle umfassen, einschlieSlich Calciumphosphat- oder Calcium- 
chlorid-Coprazipitation, DEAE-Dextran-vermittelte Transf ektion, 
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Lipof ektion Oder Elektroporation. Geeignete Verfahren zur Trans- 
formation oder Transf ektion von wirtszellen lassen sich nachlesen 
in Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2. 
Aufl. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor 
5 Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) und anderen 
Labor-Handbiichern. . 

Fur die stabile Transf ektion von Saugetierzellen ist bekannt, date 
je nach verwendetem Expressionsvektor und verwendeter Transf ekti- 

10 onstechnik nur ein kleiner Teil der Zellen die fremde DNA in ihr 
Genom integriert. Zur Identif izierung und Selektion dieser Inte- 
granten wird gewohnlich ein Gen, das einen selektierbaren Marker 
(z.B. Resistenz gegen Antibiotika) codiert, zusammen mit dem Gen 
.von Interesse in die Wirtszellen eingebracht. Bevorzugte selek- 

15 tierbare Marker umfassen solche, die die Resistenz gegen Medika- 
mente, wie G418, Hygromycin und Methotrexat, verleihen. Eine Nu- 
kleinsaure, ' die einen selektierbaren Marker codiert, kann in eine 
Wirtszelle auf dem gleichen Vektor eingebracht werden, wie derje- 
nige, der ein MCT- Protein codiert, oder kann auf einem gesonder- 

20 ten Vektor eingebracht werden. Zellen, die mit der eingebrachten 
Nukleinsaure stabil transfiziert worden sind, konnen durch Medi- 
kamentenselektion identif iziert werden (z.B. Zellen, die den 
selektierbaren Marker integriert haben, uberleben, wohingegen die 
anderen Zellen sterben) . 

25 

Zur Erzeugung eines homolog rekombinierten Mikroorganismus wird 
ein Vektor hergestellt, der zumindest einen Abschnitt eines MCT- 
Gens enthalt, in den eine Deletion, Addition oder Substitution 
eingebracht worden ist/ urn das MCT— Gen zu verandern, bspw. funk- 

30 tionell zu disrumpieren. Dieses MCT-Gen ist vorzugsweise ein 

Cojrynejbacteriu/n gIutaj7?icuJ7i-MCT-Gen, jedoch kann ein Homologon von 
einem verwandten Bakterium oder sogar von einer Saugetier-, Hefe- 
oder Insektenquelle verwendet werden. Bei einer bevorzugten Aus- 
fiihriingsform ist der Vektor derart • ausgestaltet , daS das endogene 

35 MCT-Gen bei homologer Rekombination funktionell disr\ampiert ist 
(d.h. nicht langer ein funktionelles Protein codiert, ebenfalls 
bezeichnet als " Knockout" -Vektor ) . Der Vektor kann alternativ 
derart ausgestaltet sein, da£ das endogene MCT-Gen bei homologer 
Rekombination mutiert oder anderweitig verandert ist, jedoch noch 

40 das funktionelle Protein codiert (z.B. kann der stromaufwarts ge- 
legene regulatorische Bereich derart verandert sein, daS dadurch 
die Expression des endogenen MCT-Proteins verandert wird. ) . Der 
veranderte Z^bschnitt des MCT-Gens ist im homologen Rekorabihati- 
onsvektor an seinem 5'- und 3'-Ende von zusatzlicher Nukleinsaure 

45 des MCT-Gens flankiert, die eine homologe Rekombination zwischen 
dem exogenen MCT-Gen, das von dem Vektor getragen wird, und einem 
endogenen MCT-Gen in einem Mikroorganismus, ermoglicht. Die zu- 



BASF Aktiengesellschaft ,99^%8 „ „ O.Z. 0050/50626 DE 

» * i » » v i i 

' ► • > * '» » » > > i > , 

40 

satzliche flankierende MCT-Nukleinsaure ist fur eine erfolgreiche 
homologe Rekombination mit dem endogenen Gen hinreichend lang. 
Gewohnlich enthalt der Vektor mehrere Kilobasen flankierende DNA 
(sowohl am 5'- als auch am 3'-Ende) (siehe z.B. Thomas, K.R. und 
5 Capecchi, M.R. (1987) Cell 51: 503 fur eine Beschreibung von. ho- 
mo logen Rekombinationsvektoren) . Der Vektor wird in einen Mikro- 
organismus (z.B. durch Elektroporation) eingebracht, und Zellen, 
in denen das eingebrachte MCT-Gen mit dem endogenen MCT-Gen homo- 
log rekombiniert ist, werden unter Verwendung im Fachgebiet be- 
10 kannter Verfahren selektiert. 

Bei einer anderen Ausf uhrungsf orm konnen rekombinante Mikroorga- 
nismen produziert werden, die ausgewahlte Systeme enthalten, die 
eine regulierte Expression des eingebrachten Gens ermoglichen. 
15 Der Einschlufi eines MCT-Gens in einem Vektor unter der Kontrolle 
des Lac-Operons ermoglicht z.B. die Expression des MCT-Gens nur 
in Gegenwart von IPTG. Diese regulatorischen Systeme sind im 
Fachgebiet bekannt . 

20 Eine erf ihdungsgemafce Wirtszelle, wie eine prokaryotische oder 
eukaryotische Wirtszelle in Kultur, kann zur Produktion (d.h. 
Expression) eines MCT-Proteins verwendet werden. Die Erfindung 
stellt zudem Verfahren zur Produktion von MCT-Proteinen unter 
Verwendung der erf indungsgemafien Wirtszellen bereit. Bei einer 

25 Ausfuhrungsform umfaSt das Verfahren die Anzucht der erfindungs- 
gemaSen Wirtszelle (in die ein rekombinanter Expressionsvektor , 
der ein MCT-Protein codiert, eingebracht worden ist, oder in 
deren Genom ein Gen eingebracht worden ist, das ein Wildtyp- oder 
verandertes MCT-Protein codiert) in einem geeigneten Medium, bis 

30 das MCT-Protein produziert worden ist. Das Verfahren umfafit in 
einer weiteren Ausfuhrungsform das Isolieren der MCT-Proteine aus 
dem Medium oder der Wirtszelle. 

C. Jsorierte MCT-Proteine 

35 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft isolierte MCT-Proteine 
und biologisch aktive Abschnitte davon. Ein "isoliertes" oder 
"gereinigtes" Protein oder biologisch aktiver Abschnitt davon ist 
im Wesentlichen frei von zellularem Material, wenn es durch DNA— 

4 0 Rekombinationstechniken produziert wird, oder von chemischen Vor- 
stufen oder andern Chemikalien, wenn es chemisch synthetisiert 
wird. Der Begriff "im Wesentlichen frei von zellularem Material" 
umfaSt MCT-Proteinpraparationen, in denen das. Protein von zellu- 
laren Komponenten der Zellen, in denen es natiirlich oder rekombi- 

45 nant produziert wird, getrennt ist. Bei einer Ausfuhrungsf orna um- 
fafit der Ausdruck "im Wesentlichen frei von zellularem Material" 
MCT-Proteinpraparationen mit weniger als etwa 3 0% (bezogen auf 
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das Trockengewicht) Nicht-MCT-Protein (ebenfalls als "kontaminie- 
rendes Protein" bezeichnet) , starker bevorzugt weniger als etwa 
20%, noch starker bevorzugt. weniger als etwa 10% und am starksten 
bevorzugt weniger als etwa 5% Nicht-MCT-Protein. Das MCT-Protein 
5 Oder ein biologisch aktiver Abschnitt davon enthalt nach rekombi- 
nanter Produktion im Wesentlichen kein Kulturmedium, d.h. das 
Kulturmedium macht weniger als etwa 20%, starker bevorzugt weni- 
ger als etwa 10% und am starksten bevorzugt weniger als etwa 5% 
des Volumens der Proteinpraparation aus. Der Begriff "im Wesent- 

10 lichen frei von chemischen Vorstufen oder anderen Chemikalien" 
umfaSt MCT-Proteinpraparationen, in denen das Protein von chemi- 
schen vorstufen oder anderen Chemikalien getrennt ist, die an der 
Synthese des Proteins beteiligt sind. Bei einer Ausfuhrungsform 
umfafct der Begriff "im Wesentlichen frei von chemischen Vorstufen 

15 oder anderen Chemikalien" MCT-Proteinpraparationen mit weniger 
als etwa 30% (bezogen auf das Trockengewicht), starker bevorzugt 
weniger als etwa 20%, noch starker bevorzugt weniger als etwa 10% 
und am starksten bevorzugt weniger als etwa 5% chemische Vorstu- 
fen oder Nicht-MCT-Chemikalien. In bevorzugten Ausf uhrungsf ormen 

20 weisen die isolierten Proteine oder biologisch aktiven Abschnitte 
davon keine kontaminierenden Proteine aus dem gleichen Organismus 
auf, aus dem das MCT-Protein abstammt. Diese Proteine werden ge- 
wShnlich hergestellt durch rekombinante Expression bspw. eines C. 
glutamicum-MCT-Proteins in einem Mikroorganismus, wie C. glutami- 

25 cum. 

Ein erfindungsgemaSes isoliertes MCT-Protein oder ein Abschnitt 
davon kann am Metabolismus yon Verbindungen, die fur den Aufbau 
der zellmembran in C. glutamicum notig sind, oder am Transport 

30 der Molekiile uber diese Membranen, beteiligt sein, oder hat eine 
oder mehrere der in Tabelle 1 angegebenen Aktivitaten. In bevor- 
zugten Ausf uhrungsf ormen umfaSt das Protein oder ein Abschnitt 
davon eine Aminosaureseguenz, die zu einer Aminosauresequenz aus 
Anhang B hinreichend homolog ist, daS das Protein oder der Ab- 

35 schnitt davon am Metabolismus von Verbindungen, die fur den Auf- 
bau der Zellmembran in C. glutamicum notig sind, oder am Trans- 
port der Molekiile uber diese Membranen, beteiligt sein kann. Der 
Abschnitt des Proteins ist vorzugsweise ein biologisch aktiver 
Abschnitt, wie hier beschrieben. Bei einer weiteren bevorzugten 

40 Ausfuhrungsform hat ein erf indungsgemafies MCT-Protein eine der in 
Anhang B gezeigten Aminosaureseguenzen. In einer weiteren bevor- 
zugten Ausfuhrungsform hat das MCT-Protein eine Aminosaure- 
seguenz. die von einer Nukleotidsequenz codiert wird, die, bspw. 
unter stringenten Bedingungen, an eine Nukleotidsequenz von An- 

45 hang A hybridisiert . In noch einer weiteren bevorzugten Ausfuh- 
rungsform. hat das MCT-Protein eine Aminosaureseguenz, die von ei- 
ner Nukleotidsequenz codiert wird und die mindestens etwa 50-60%, 
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vorzugsweise mindestens etwa 60-70%, starker bevorzugt mindestens 
etwa 70-80%, 80-90%, 90-95% und noch starker bevorzugt mindestens 
etwa 96%, 97%, 98%, 99% oder noch homologer zu einer der Amino- 
sauresequenzen von Anhang B ist. Die erf indungsgernaSen bevorzug- 
5 ten MCT-Proteine besitzen vorzugsweise ebenfalls mindestens eine 
der hier beschriebenen MCT-Aktivi taten . Ein erf indungsgemaSes be- 
vorzugtes MCT- Protein umfaSt eine Aminosauresequenz, die von ei- 
ner Nukleotidsequenz codiert wird, die, bspw. unter stringenten 
Bedingungen, mit einer Nukleotidsequenz von Anhang A hybrid! - 
10 siert, und die am Metabolismus von Verbindungen, die fur den Auf- 
bau der zellmembran in C. glutamicum notig sind, oder am Trans- 
port der Molekule uber diese Membranen, beteiligt sein kann, oder 
die eine oder mehrere der in Tabelle 1 angegebenen Aktivi taten 
aiifweist. 

Bei weiteren Ausf uh rungs formen ist das MCT-Protem im Wesentli- 
chen homolog zu einer Aminosauresequenz von Anhang B und behSlt 
die funktionelle Aktivitat des Proteins von einer der Sequenzen 
aus Anhang B, und unterscheidet sich dennoch in der Aminosaure- 

20 sequenz aufgrund der natiirlichen Variation oder Mutagenese, wie 
eingehend beschrieben in Unterabschnitt I oben. In einer weiteren 
Aus fuhrungs form umfaSt das MCT-Protein eine Aminosauresequenz, 
die mindestens etwa 50-60%, vorzugsweise mindestens etwa 60-70%, 
starker bevorzugt mindestens etwa 70-80%, 80-90%, 90-95% und am 

25 starksten bevorzugt mindestens etwa 96%, 97%, 98%, 99% oder noch 
homologer zu einer vollstandigen Aminosauresequenz aus Anhang B 
ist und die zumindest eine der hier beschriebenen MCT-Aktivi tat en 
aufweist. Bei einer anderen Ausfiihrungsf orm betrifft die Erfin- 
dung ein C. glutamicum-Vollangenprotein, das im Wesentlichen ho- 

30 molog zu einer vollstandigen Aminosauresequenz aus Anhang B ist. 

Biologisch aktive Abschnitte eines MCT-Proteins umfassen Peptide 
mit Aminosauresequenzen, die von der Aminosauresequenz eines MCT- 
Proteins hergeleitet sind, bspw. eine in Anhang B gezeigte Amino- 

35 sauresequenz oder die Aminosauresequenz eines Proteins, das zu 
einem MCT-Protein homolog ist, die weniger Aminosauren als das 
Vollangen-MCT-Protein oder das Vollangenprotein aufweisen, das zu 
einem MCT-Protein homolog ist, und zumindest eine Aktivitat eines 
MCT-Proteins aufweisen. GewShnlich umfassen biologisch aktive Ab- 

40 schnitte (Peptide, bspw. Peptide, die bspw 5, 10, 15, 20, 30, 35, 
36, 37, 38, 39, 40, 50, 100 oder mehr Aminosauren lang sind) eine 
Domane' oder ein Motiv mit mindestens einer Aktivitat eines MCT- 
Proteins. Uberdies konnen andere biologisch aktive Abschnitte, in 
denen andere Bereiche des Proteins deletiert sind, durch rekombi- 

45 nante Techniken hergestellt werden und beziiglich einer oder meh- 
rerer der hier beschriebenen Aktivitaten untersucht werden. Die 
biologisch aktiven Abschnitte eines MCT-Proteins umfassen vor- 
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zugsweise ein oder mehrere ausgewahlte Doman en /Motive oder Ab- 
schnitte davon mit biologischer Aktivitat. 

MCT-Proteine werden vorzugsweise durch DNA-Rekombinationstechni- 
5 ken hergestellt. Bspw wird. ein Nukleinsauremolekul,. das das 
Protein codiert, in einen Expressionsvektor (wie vorstehend be- 
schrieben) * kloniert, der Expressionsvektor wird in eine Wirts- 
zelle (wie vorstehend beschrieben) eingebracht, und das MCT-Pro- 
tein wird in der Wirtszelle exprimiert. Das MCT-Protein kann dann 

10 durch ein geeignetes Reinigungsschema mittels Standard-Protein- 
Re inigungstechniken aus den Zellen isoliert werden. Alternativ 
zur rekombinanten Expression kann ein MCT-Protein, -Polypeptid, 
oder -Peptid mittels Standard-Peptidsynthesetechniken chemisch 
synthetisiert werden. Uberdies kann natives MCT-Protein aus 

15 zellen (bspw. Endothel zellen) z.B. mit einem Anti-MCT-Antikorper 
isoliert werden, der durch Standardtechniken produziert werden 
kann, wobei ein erf indungsgemaSes MCT-Protein oder ein Fragment 
davon verwendet wird. 

20 Die Erfindung stellt auch chimare MCT-Proteine oder MCT-Fusion- 
sproteine bereit. Wie hier verwendet, umfaSt ein "chimares MCT- 
Protein" oder "MCT-Fusionsprotein" ein MCT-Polypeptid, das funk- 
tionsfahig an ein Nictit-MCT-Polypeptid gebunden ist* Ein "MCT- 
Polypeptid" betrifft ein Polypeptid mit einer Aminosauresequenz, 

25 die MCT entspricht, wohingegen ein "Nicht-MCT- Polypeptid" ein 
Polypeptid mit einer Aminosauresequenz betrifft, die einem 
Protein entspricht, das im Wesentlicheh nicht homolog zum MCT- 
Protein ist, z.B. ein Protein, das sich vom MCT-Protein unter- 
scheidet und vom gleichen oder einem anderen Organismus herruhrt. 

30 innerhalb des Fusionsproteins soli der Begrif f " f unktionsf ahig 
verbunden" bedeuten, dafi das MCT-Polypeptid und das Nicht-MCT- 
Polypeptid im Leseraster miteinander fusioniert sind. Das Nicht- 
MCT- Polypeptid kann. an den N- oder C-Terminus des MCT- Polypepti- 
des gebunden sein. Bei einer Aus fuhrungs form ist das Fusionspro- 

35 tein bspw. ein GST-MCT-Fusiohsprotein, bei dem die MCT-Sequenzen 
an den C-Terminus der GST-Sequenz gebunden sind.. Diese Fusions- 
proteine konnen die Reinigung des rekombinanten MCT-Proteins er- 
leichtern. Bei einer weiteren Ausfuhrungsf orm ist das Fusionspro- 
tein ein MCT-Protein,, das eine heterologe Signalsequenz an seinem 

40 N-Terminus aufweist. In bestimmten Wirtszellen (z.B. Saugetier- 
Wirtszellen) kann die . Expression und/oder Sekretion eines MCT- 
Proteins durch Verwendung einer heterologen Signalsequenz ge- 
steigert werden. 



45 Ein erf indungsgema£es chimares MCT-Protein oder MCT-Fusionspro- 
tein wird durch Standard-DNA-Rekombinationstechniken produziert. 
DNA-Fragmente, die unterschiedliche Polypeptidsequenzen codieren, 
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werden gemafi herkommlicher Techniken im Leseraster aneinander 
ligiert, bspw. durch Einsatz glatter oder uberhangender Enden zur 
Ligation, . Restriktionsenzymspal tung zur Berei tsteilung geeigneter 
Enden, Auf fiillen kohasiver Enden, falls erf order lich, Behandlung 
5 mit alkalischer Phosphatase, um ungewollte Verknupf ungen zu ver- 
meiden, und enzymatische Ligierung. Bei einer weiteren Ausfuh- 
rungsform kann das Fusionsgen durch herkommliche Techniken, ein- 
schliefilich DNA-Syntheseautomaten, synthetisiert werden. Alterna- 
tiv kann eine PCR-Amplif izierung von Genfragmenten mittels Anker- 

10 primern durchgefiihrt werden, die komplementare Uberhange zwischen 
aufeinanderfolgenden Genfragmenten erzeugen. Diese konnen an- 
schliefcend miteinander hybridisiert und reamplif iziert werden, so 
da£ eine chimare Gensequenz erzeugt wird {s. bspw. Current Proto- 
cols in Molecular Biology, Hrsg. Ausubel et al . , John Wiley & 

15 Sons: 1992). Uberdies sind viele Expressionsvektoren kommerziell 
erhaltlich, die schon eine Fusionseinheit codieren (bspw. ein 
GST-Polypeptid) . Eine MCT-codierende Nukleinsaure kann in einen 
solchen Express ionsvektor kloniert werden, so daS die Fusionsein- 
heit mit dem MCT-Protein im Leseraster verbunden ist. 

20 

Homologa des MCT-Proteins konnen durch Mutagenese erzeugt werden, 
z.B. durch best immte Punktmutation oder Verkurzung des MCT-Pro- 
teins. Der Begriff "Homologon" , wie er hier verwendet wird, be- 
trifft eine variante Form des MCT-Proteins, die als Agonist oder 

25 Antagonist der MCT-Protein-Aktivitat wirkt. Ein Agonist des MCT- 
Proteins kann im Wesentlichen die gleiche oder einen Teil der 
biologischen Aktivitaten des MCT-Proteins beibehalten. Ein Anta- 
gonist des MCT-Proteins kann eine oder mehrere Aktivitaten der 
natiirlich vorkommenden Form des MCT-Proteins bspw: durch kompeti- 

30 tive Bindung an ein stromabwarts oder -aufwarts gel egenes . Element 
der Stof fwechselkaskade fur zellmembrankomponenten, die das MCT- 
Protein umfaSt, oder durch Binden an eine MCT-Protein, das den 
Transport von Verbindungen uber diese Membranen vermittelt, hem- 
men, wodurch verhindert wird, da£ eine Translokation stattfindet. 

35 

Bei einer alternativen Ausf uhrungsf orm konnen Homologa des MCT- 
\ Proteins durch Screening kombinatorischer Mutant en-Banken, bspw. 
Verkurzungsmutanten, des MCT-Proteins auf MCT-Protein-Agonisten- 
oder -Antagonisten-Aktivitat identif iziert werden. Bei einer Aus- 

40 fuhrungsform wird eine variegierte Bank von MCT-Varianten durch 
kombinatorische Mutagenese , auf dem Nukleinsaure-Niveau erzeugt 
und von der variegierten Genbank codiert. Eine variegierte Bank 
von MCT-Varianten kann bspw durch enzymatisches Ligieren eines 
Gemisches synthetischer Oligonukleotide in die Gensequenzen her- 

45 gestellt werden, so da& sich ein degenerierter Satz potentieller 
MCT-Sequenzen als individuelle Polypeptide oder alternativ als 
Satz groSerer Fusionsproteine (z.B. Fur Phage-Display) , die die- 
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sen Satz von MCT-Sequenzen enthalten, exprimieren laBt . Es gibt 
eine Vielzahl von Verfahren, die zur Herstellung von Banken 
potentieller MCT-Homologa aus einer degenerierten Oligonukleotid- 
sequenz verwendet werden konnen. Die chemische Synthese einer 
5 degenerierten Gensequenz kann in einem DNA-Syntheseautomaten 
durchgefuhrt werden, und das synthetische Gen kann dann in den 
geeigneten Expressionsvektor ligiert werden. Die Verwendung exnes 
degenerierten Gensatzes ermoglicht die Bereitstellung samtlxcher 
' sequenzen, die den gewunschten Satz an potentiellen MCT-Sequenzen 
10 codieren, in einem Gemisch. Verfahren zur Synthese degener lerter 
Oligonukleotide sind im Fachgebiet bekannt (s. bspw. Narang, S.A. 
(1983) Tetrahedron 39: 3; Itakura et.al. (1984) Annu. Rev. 
Biochem. 53: 323; Itakura et al., (1984) Science 198: 1056;. 
Ike et al. (1983) Nucleic Acids Res. 11: 477). 

15 Zusatzlich konnen Banken von Fragmenten der MCT-Protein-Codierung 
verwendet werden, um eine variegierte Population von MCT-Fragmen- 
ten zum Screening und fur die anschlieSende Selektion von Homo- 
loga eines MCT-Proteins zu erzeugen. Bei einer Aus fiihrungs form 

20 kann eine Bank codierender Sequenzf ragmente erzeugt werden durch 
Behandeln eines doppelstrangigen PCR-Fragmentes einer codierenden 
MCT-Sequenz mit einer Nuklease unter Bedingungen, unter denen em 
Nicking nur etwa einmal pro Molekiil erfolgt, Denaturieren der 
doppelstrangigen DNA, Renaturieren der DNA unter Bildung doppel- 

25 strangiger DNA, die Sense-/Antisense-Paare von verschiedenen 
genickten Produkten umfassen kann, Entfernen einzelstrangiger 
Abschnitte aus neu gebildeten Duplices durch Behandlung mit 
Sl-Nuklease, und Ligieren der result ierenden Fragmentbank in 
einen Expressionsvektor. Durch dieses Verfahren kann eine 

30 Expressionsbank hergeleitet werden, die N-terminale, C-termmale 
und interne Fragmente verschiedenen GroGen des MCT-Protems . 
codieirt. 

im Fachgebiet sind mehrere Techniken zum Screening von Genproduk- 
35 ten kombinatorischer Banken, die durch Punktmutationen oder Ver- 
kurzung hergestellt worden sind, und zum. Screening von cDNA- 
Banken auf Genprodukte mit einer ausgewahlten Eigenschaft, be- 
kannt. Diese Techniken lassen sich an das schnelle Screening der 
Genbanken anpassen, die durch kombinatorische Mutagenese von 
40 MCT-Homologa erzeugt worden sind. Die am hauf igsten verwendet en 
Techniken zum Screening groSer Genbanken, die einer Analyse mit 
hohem Durchsatz unterliegen, umfassen das Klonieren der Genbank 
in replizierbare Expressionsvektoren, Trans formieren der geeig- 
neten zellen mit der resultierenden Vektorenbank und Exprimieren 
45 der kombinatorischen Gene unter Bedingungen, unter denen der 

Nachweis der gewunschten Aktivitat die Isolation des Vektors, der 
das Gen codiert, dessen Produkt nachgewiesen wurde, . erleichtert . 
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Recursive Ensemble Mutagenese (REM), eine neue Technik, die die 
Haufigkeit funktioneller Mutanten in den Banken vergroSert, kann 
in Kombination mit den Screeningtests verwendet werden, um MCT- 
Homologa zu identif izieren (Arkin und Yourvan (1992) PNAS 89: 
5 7811-7815; Delgrave et al . (1993) Protein Engineering 6(3): 
327-331). 

Bei einer weiteren Ausf iihrungsf orm konnen zellbezogene Tests zur 
. Analyse einer variegierten MCT-Bank unter Verwendung. von im Fach- 
10 gebiet bekannten Verfahren verwendet werden. 

D. Erfindungsgema'Ee Verwendungen und Verfahren 

Die hier beschriebenen Nukleinsauremolekule, Proteine, Protein- 
15 homologa, Fusionsproteine, Primer, Vektoren und Wirtszellen kon- 
nen in einem oder mehreren nachstehenden Verfahren verwendet wer- 
den- Identifikation von C. gluta/nicum und verwandten Organismen, 
Kartierung von Genomen von Organismen, die mit C. glutamicum. ver- 
wandt sind, Identifikation und Lokalisation von C. glutamxcum-Se- 
20 guenzen von Interesse, Evolutionsstudien, Bestimmung von MCT-Pro- 
teinbereichen, die fur die Funktion notwendig sind, Modulation 
der Aktivitat eines MCT-Proteins; Modulation der Aktivitat emes 
MCT-Wegs; und Modulation der zellularen Produktion einer ge- 
wunschten Verbindung; wie einer Feinchemikalie. Die erf indungsge- 
25 maSen MCT-Nukleinsauremolekiile haben eine Vielzahl von Verwendun- 
gen. Sie kdnnen zunachst zur Identifikation eines Organismus als 
Corynebacterium gluta^icum oder naher Verwandten davon verwendet 
werden. Sie konnen zudem zur Identifikation von C. glutamicum 
Oder eines Verwandten davon in einer Mischpopulation von Mikro- 
30 organismen verwendet werden. Die Erf indung, stellt die Nuklein- 
sauresequenzen einer Reihe von C. gluta/nicum-Genen bereit. Durch 
Sondieren der extrahierten genomischen DNA einer Kultur einer 
einheitlichen oder gemischten Population von Mikroorganismen 
unter stringenten Bedingungen mit einer Sonde, die einen Berexch 
35 eines C. glutamicum-Gens umfaSt/ das fur diesen Organismus exn- 
zigartig ist, kann man bestimmen, ob dieser Organismus zugegen 
ist Corynebacterium glutamicum selbst ist zwar nicht pathogen, 
jedoch ist es mit pathogenen Arten, wie Corynebacterium dipthe- 
riae, verwandt . Der Nachweis eines solchen Organismus ist von 
40 signif ikanter klinischer Bedeutung. 

Die erfindungsgemafcen Nukleinsaure- und Proteinmolekiile konnen 
als Marker fur spezifische Bereiche des Genoms dienen. Dies ist 
nicht nur beim Kartieren des Genoms, sondem auch fur funktio- 
45 nelle Studien von C. gJutamicum-Proteinen nutzlich. Zur Identif i 
kation des Genombereichs, an den ein bestimmtes C. glutamicum- 
DNA-bindendes Protein bindet, kann das C. glutamicum-Genom bspw. 
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gespalten werden, und die Fragmente mit dem DNA-bindenden Protein 
inkubiert werden. Diejenigen, die das Protein binden, konnen zu- 
satzlich mit den erf indungsgemaSen Nukleinsauremolekiilen, vor- 
zugsweise mit leicht nachweisbaren Markierungen, sondiert werden; 
5 die Bindung eines solchen Nukleinsauremolekiils an das Genomfrag- 
ment ermoglicht die Legalisation des Fragmentes auf der genomi- 
schen Karte von C. glutamicum, und wenn dies mehrmals mit unter- 
schiedlichen Enzymen durchgefuhrt wird, erleichtert.es eine 
rasche Bestimmung der Nukleinsauresequenz , an die das Protein 
10 bindet. Die erf indungsgemaSen Nukleinsauremolekule konnen zudem 
hinreichend homolog zu den Sequenzen verwandter Arten sein, so 
daS diese Nukleinsauremolekule als Marker fur die Konstruktion 
eine.r genomischen Karte in verwandten Bakterien, wie Brevi- 
bacterium lactofermentum, dienen konnen. 

15 

Die erf indungsgemaSen MCT-Nukleinsauremolekiile eignen sich eben- 
falls fur Evolutions- und Proteinstrukturuntersuchungen . Die 
Stoffwechsel- und Transportprozesse, an denen die erf indungsgema- 
Sen Molekule beteiligt sind, werden bei einer vielen prokaryoti- 

20 schen und eukaryotiscben Zellen verwendet; durch Vergleich der 
Sequenzen der erf indungsgemaSen Nukleinsauremolekule mit solchen, 
die ahnliche Enzyme aus anderen Organismen codieren, kann der 
Evolutions-Verwandschaftsgrad der Organismen bestimmt werden. 
Entsprechend ermSglicht ein solcher Vergleich die Bestimmung, 

25 welche Sequenzbereiche konserviert sind und welche nicht. was 
bei der Bestimmung solcher Bereiche des Proteins hilfreich sem 
kann die fur die Enzymfunktion essentiell sind. Dieser Typ der 
Bestimmung ist fur Proteintechnologie-Untersuchuhgen wertvoll und 
kann einen Hinweis darauf geben, welches Protein Mutagenese 

30 tolerieren kann, ohne die Funktion zu verlieren. 

Die Manipulation der erf indungsgemaSen MCT-Nukleinsauremolekiile 
kann die Produktion von MCT-Proteinen mit funktionellen Unter- 
schieden zu den wildtyp-MCT-Proteinen bewirken. Diese Proteine 
35 konnen hinsichtlich ihrer Effizienz oder Aktivitat verbessert 
werden, konnen in groSerer Anzahl als gewohnlich in der Zelle 
zugegen sein, oder konnen hinsichtlich ihrer Effizienz Oder 
Aktivitat geschwacht sein. 

40 Es gibt viele Mechanismen, durch die die Veranderung eine erfin- 
dungsgemaSen MCT-Molekuls die Ausbeute, Produktion und/oder Effx- 
• zienz der Produktion einer oder mehrerer Feinchemikalien von ei- 
nem C. glutamicum-Stamm, der ein solches verandertes Protein ent- 
halt direkt beeinfluSt. Die Gewinnung der Feinchemikalienverbm- 

45 dungen aus groSangelegten C. glutamicum-Kulturen ist signifikant 
verbessert, wenn C. glutamicum die gewunschten Verbindungen 
sezerniert, da diese Verbindungen leicht aus dem Kulturmedium 
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gereinigt werden konnen (im Gegensatz zur Extraktion aus der 
Masse von C. g2 utami cum- Ze 11 en ) . Durch Vergrofcern der Anzahl oder 
Aktivitat von Transportermolekulen, die die Feinchemikalien aus 
der Zelle exportieren, kann es moglich sein, die Menge der produ- 
5 zierten Feinchemikalie, die im extrazellularen Medium zugegen 
ist, zu steigern, wodurch die Ernte und Reinigung erleichtert 
wird. Zur effizienten uberproduktion von einer oder mehreren 
Feinchemikalien sind dagegen erhohte Mengen von Cofaktoren, Vor- 
stufenmolekulen und Zwischenverbindungen fur die geeigneten Bio- 
10 synthesewege erf orderlich. Durch VergroEern der Anzahl und/oder 
der Aktivitat von Transporterproteinen, die am Import von Nahr- 
stoffen, wie Kohlenstof fquellen (d.h. Zuckern) , Stickstof fquellen 
(d.h. Aminosauren, Ammoniumsalzen)^ Phosphaten und Schwefel be- 
teiligt sind, kann man die Produktion einer Feinchemikalie auf- 
15 grund der Entfernung von jeglichen Einschrankungen des Nahrstof- 
fangebots bei dem Biosyntheseprozefc verbessern. Zudem sind Fett- 
sauren und Lipide selbst wvinschenswerte Feinchemikalien; durch 
Optimieren der Aktivitat oder durch VergroSern der Anzahl von 
einem oder mehreren erf indungsgemaSen MCT-Proteinen, die an der 
20 Biosynthese dieser verbindungen beteiligt sind, oder durch Beein- 
flussen der. Aktivitat von einem oder mehreren MCT-Proteinen, die 
am Abbau dieser Verbindungen beteiligt sind, kann man die Aus- 
beute, Produktion und/oder Ef f izienz der Produktion von Fett- 
saure- und Lipidmolekule von C. glutamicxm steigern. 

25 c . 

Die genetische Manipulation von einem oder mehreren erf indungsge- 
maSen MCT-Genen kann ebenfalls MCT-Proteine mit veranderten Akti- 
vitaten hervorbringen, die die Produktion von einer oder mehreren 
gewinschten Feinchemikalien aus C. glutamicum indirekt beem- 
30 flussen. Die normalen biochemischen Stof fwechselprozesse bewirken 
bspw. die Produktion einer Vielzahl von Abfallprodukten (z.B. 
Wasserstoffperoxid und andere reaktive Sauerstof f spezies ) die nut 
den gleichen Stof fwechselprozessen aktiv wechselwirken konnen 
(bspw. nitriert Peroxynitrit bekanntlich Tyrosin-Seitenketten, 
35 wodurch einige Enzyme mit Tyrosin im aktiven Zentrum inaktiviert 
werden (Groves, J.T. (1999) Curr. Opin. Chem. Biol. 3(2); 
226-235). Diese Abf allprodukte werden zwar ublicherweise aus- 
geschieden, die zur f ermentativen Gro&produktion verwendeten C. 
glutamicum-Stamme werden zur uberproduktion von einer oder mehr.e- 
40 ren Feinchemikalien jedoch optimiert und konnen so mehr Abfall- 
produkte produzieren als fur einen C. gl u t ami cum-Wildtyp ublich 
ist. Durch Optimieren der Aktivitat von einem oder mehreren er- 
findungsgemaSen MCT-Proteinen, die am Export von Abf allmolekulen 
beteiligt sind, kann man die Lebensf ahigkeit der Zelle verbessern 
45 und eine effiziente metabolische Aktivitat beibehalten. Das Vor- 
liegen hoher intrazellularer Mengen der gewunschten Feinchemika 
lie kann fur die Zelle toxisch sein, so kann man durch Steigern 
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der Fahigkeit der Zelle zur Sekretion dieser Verbindungen die 
Lebensfahigkeit der Zelle verbessern. 

Die erf indungsgemaSen MCT-Proteine kdnnen manipuliert werden, so 
5 daS die relativen Mengen verschiedener Lipid- und Fettsauremole- 
• kiile verandert werden. Dies kann eine erhebliche Auswirkung auf 
die Lipidzusammensetzung der Zellmembran haben. Da jeder Lipidtyp 
unterschiedliche physikalische Eigenschaf ten hat, kann eine Ver- 
.anderung der Lipidzusammensetzung einer Membran die Membranf lui- 

10 ditat signifikant verandern. Anderungen der Membranf luiditat kdn- 
nen den Transport von Molekiilen iiber die Membran beeinf lussen, 
was wie vorstehend erlautert den Export von Abf allprodukten oder 
der produzierten Feinchemikalie oder den Import von notwendigen 
Nahrstoffen modifizieren kann. Diese Membranf luiditatsanderungen 

15 kdnnen ebenfalls die Zellintegritat erheblich beeinf lussen; Zel- 
len mit relativ schwacheren Membranen sind in einer GroS-Fermen- 
terumgebung anfalliger gegeniiber mechanischem StreS, was die Zel- 
len beschadigen oder abtoten kann. Durch Manipulieren von MCT- 
Proteinen, die an der Produktion von Fettsauren und Lipiden fur 

20 den Membranauf bau beteiligt sind. so daS die Membranzusammen- 

setzung der resultierenden Membran gegeniiber den in den Kulturen, 
die zur Produktion von Feinchemikalien verwendet werden, herr- 
schenden Umweltbedingungen empf anglicher sind, sollten ein groSe- 
rer Anteil an C. gl utami cum-Zellen uberleben und sich vermehren. 

25 Grofiere Mengen an C. gl utami cum-Zellen in einer Kultur sollten 
grofiere Ausbeuten, Produktion oder Effizienz der Produktion der 
Feinchemikalie aus der Kultur ergeben. 

Die vorstehend genannten Mutagenese.strategien fur MCT-Proteine, 
30 die erhdhte Ausbeuten einer Feinchemikalie aus C. glutamicum be- 
wirken sollen, sollen nicht einschrankend sein; Variationen die- 
ser Strategien sind dem Fachmann leicht ersichtlich. Durch diese 
Mechanismen und mit Hilfe der hier offenbarten Mechanismen kdnnen 
die erf indungsgemaSen Nukleinsaure- und proteinmolekule verwendet 
35 werden, um C. glutamicum oder verwandte Bakterienstarome, die 
mutierte MCT-Nukleinsaure- und Proteinmolekule exprimieren, zu 
erzeugen, so daS die Ausbeute, Produktion und/oder Effizienz der 
Produktion einer gewunschten Verbindung verbessert wird. Die 
gewunschte Verbindung kann ein naturliches Produkt von C. gluta- 
40 micum sein, welches die Endprodukte der Biosynthesewege und 

Zwischenprodukte natiirlich vorkommender metabolischer Wege sowie 
Molekule umfafit, die im Metabolismus von C. glutamicum nicht 
natiirlich vorkommen, die jedoch von einem erf indungsgemaSen C. 
glutamicum-Stamm produziert werden. 

45 
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Diese Erf indung wird durch die nachstehenden Beispiele weiter 
veranschaulicht, die nicht als einschrankend aufgefafct werden 
sollen. Die Inhalte samtlicher, in dieser Patentanmeldung zitier- 
ter Literaturstellen, Patentanmeldungen, Patente und veroffent- 
5 lichter Patentanmeldungen sind hiermit durch Bezugnahme aufge- 
nommen . 

Beispiele 

10 Beispiel 1: Preparation der gesamten genomischen DNA aus Coryne- 
bacfcerium-glutamicum ATCC13032 

Eine Kultur von Corynebacterium glutawicum (ATCC. 13032) wurde 
iiber Nacht bei 3 0°C unter starkem Schiitteln in BHI-Medium (Difco) 
15 geziichtet. Die Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet, der 
Uberstand wurde verworfen. und die Zellen wurden in 5ml Puffer I 
(5% des Ursprungsvo lumens der Kultur - samtliche angegebenen 
Volumina sind fur 100 ml Kulturvolumen berechnet) resuspendiert . 
Die Zusammensetzung von Puffer I: 140,34 g/1 Saccharose, 2,46 g/1 
20 MgS0 4 • 7 H 2 o, 10 ml/1 KH 2 P0 4 -L6sung (100g/l, mit KOH eingestellt 
auf pH-Wert 6,7), 50 ml/1 Ml2-Konzentrat (10 g/1 (NH 4 ) 2 S0 4 , 1 g/1 
NaCl. 2 g/1 MgS0 4 • 7 H 2 0, 0.2 g/1 CaCl 2 , 0,5 g/1 Hefe-Extrakt 
(Difco), 10 ml/1 Spurenelemente-Mischung (200 mg/1 FeS0 4 • H 2 0, 
10 mg/lZnS0 4 • 7 H 2 0, 3 mg/1 MnCl 2 • 4 H 2 0, 30 mg/1 H3BO3, 20 mg/1 
25 CoCl 2 • 6 H 2 0, 1 mg/1 NiCl 2 • 6 H 2 0, 3 mg/1 Na 2 Mo0 4 - .2 H 2 0, 500 mg/1 
Komplexbildner (EDTA Oder Citronensaure) , 100 ml/1 Vitamingemisch 
(0,2 ml/1 Biotin, 0,2 mg/1 Folsaure, 20 mg/1 p-Aminobenzoesaure, 
20' mg/1 Riboflavin, 40 mg/1 Ca-Panthothenat , 140 mg/1 Nikotin- 
saure, 40 mg/1 Pyridoxolhydrochlorid, 200 mg/1 Myoinositol). 
30 Lysozym wurde in einer Endkonzentration von 2,5 mg/ml zur Suspen- 
sion gegeben. Nach etwa 4 Std. Inkubation bei 37°C wurde die Zell- 
wand abgebaut, und die erhaltenen Protoplasten wurden durch Zen- 
trifugation geerntet. Das Pellet wurde einmal mit 5 ml Puffer I 
und einmal mit 5 ml TE-Puffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH-Wert 
35 8) gewaschen. Das, Pellet wurde in 4 ml TE-Puffer resuspendiert, 
und 0,5 ml SDS-Losung (10%) und 0,5 ml NaCl-Losung (5 M) wurden 
zugegeben. Nach Zugabe von Proteinase K in einer Endkonzentration 
von 200 ng/ml wurde die Suspension etwa 18 Std. bei 37°C inku- 
biert. Die DNA wurde durch Extraktion mit Phenol, Phenol-Chloro- 
40 form-lsoamylalkohol und Chloroform-Isoamylalkohol mittels Stan- 
dard-Verfahren gereinigt. Dann wurde die DNA durch Zugabe von 
1/50 Volumen 3 M Natriumacetat und 2 Volumina Ethanol, anschlie- 
Bender Inkubation fiir 30 min bei -2 0°C und 3 0 min Zentrifugation 
bei 12000 U/min in einer Hochgeschwindigkeitszentrifuge mit einem 
45 SS34-Rotor (Sorvall) gefallt. Die DNA wurde in 1 ml TE-Puffer 
geldst, der 20 ug/ml RNase A enthielt, und fur mindestens 3 Std. 
bei 4°C gegen 1000 ml TE-Puffer dialysiert. Wahrend dieser Zeit - 
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wurde der Puffer 3mal ausgetauscht . Zu Aliquots von 0,4 ml der 
dialysierten DNA-Losung wurden 0,4 ml 2 M LiCl und 0,8 ml Ethanol 
zugegeben. Nach 30 min Inkubation bei -2 0°C wurde die DNA durch 
Zentrifugation gesammelt (13000 U/min, Biofuge Fresco, Heraeus , 
5 Hanau, Deutschland) . Das DNA-Pellet wurde in TE-Puffer gelost. 
Durch dieses Verfahren hergestellte DNA konnte fur alle Zwecke 
verwendet werden, einschlie&lich Southern-Blotting oder zur Kon- 
struktion genomischer Banken . 

10 Beispiel 2: Konstruktion genomischer Corynebacterium glutamicum 

(ATCC13 032) -Banken in Escherichia coli 

Ausgehend von DNA, hergestellt wie in Beispiel 1 beschrieben, 
wurden gemaS bekannter und gut eingefiihrter Verfahren (siehe 
15 bspw. Sambrook, J- et al. (1989) "Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual", Cold Spring Harbor Laboratory Press Oder Ausubel , F.M. 
et al. (1994) "Current Protocols in Molecular Biology", John 
Wiley & Sons) Cosmid- und Plasmid-Banken hergestellt. 

20 Es lieS sich jedes Plasmid oder Cosmid einsetzen. Besondere Ver- 
wendung fanden die,Plasmide pBR322 (Sutcliffe, J.G. (1979) Proc. 
Natl Acad. Sci. USA, 75: 3737-3741); pACYC177 (Change & Cohen 
(1978) J. Bacterid. 134: 1141-1156); Plasmide der pBS-Reihe 
(PBSSK+, pBSSK- und andere; Stratagene, LaJolla, USA) oder 
25 Cosmide, wie SuperCosl (Stratagene, LaJolla, USA) oder Lorist6 
(Gibson, T.J. Rosenthal, A., und Waterson, R.H. (1987) Gene 53: 
283-286. 



Beispiel 3 : DNA-Sequenzierung und Computer-Funktionsanalyse 



30 



Genomische Banken, wie in Beispiel 2 beschrieben, Wurden zur DNA- 
Sequenzierung gemaS Standard-Verf ahren, insbesondere dem Ketten- 
abbruchverfahren mit ABI377-Sequenziermaschinen (s. z.B. Fleisch- 
man, R.D. et al. (1995) "Whole-genome Random Sequencing and 
35 Assembly of Haemophilus Influenzae Rd., Science 269; 496-512) 
verwendet. Die Sequenzierprimer mit den folgenden Nukleotid- 
sequenzen wurden verwendet: 5'-GGAAACAGTATGACCATG-3 ' oder 
5 ' — GT AAAACG ACGGCC AGT - 3 

40 Beispiel 4: m-vivo-Mutagenese 

In vivo-Mutagenese von Corynebacterium glutamicum kann durch- 
gefiihrt werden, indem eine Plasmid- (oder andere Vektor-) DNA 
durch E. coli oder andere Mikroorganismen (z.B. Bacillus spp. 
45 oder Hefen, wie Saccharomyces cerevisiae) geleitet wird, die die 
Integritat ihrer genetischen Information nicht auf rechterhalten 
konnen. Ubliche Mutatorstamme weisen Mutationen in den Genen fur 
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das DNA-Reparatursystem auf (z.B., mutHLS, mutD, mutT, usw., zum 
Vergleich siehe Rupp, W.D. (1996) DNA repair mechanisms in Esche- 
richia coli and .Salmonella, S. 2277-2294, ASM: Washington). Diese 
Stamme sind dem Fachmann bekannt . Die Verwendung dieser Stamme 
5 ist bspw. in Greener, A. und Callahan, M. (1994) Strategies 7; 
32-34 veranschaulicht . 

Beispiel 5: DNA-Transfer zwischen Escherichia coli und Coryne- 
bacterium glutamicum 



10 



Mehrere Corynebacterium- und Brevi.bacterium-Arten enthalten endo- 
gene Plasmide (wie bspw. P HM1519 oder pBLl) die autonom replizie- 
ren (fur einen Uberblick siehe bspw. Martin, J.F. et al . (1987) 
Biotechnology 5: 137-146). Shuttle-Vektoren fur Escherichia coli 
15 und Corynebacterium glutamicum lassen sich leicht mittels 

Standard-Vektoren fur E. coli konstruieren (Sambrook, J. et al., 
(1989), "Molecular Cloning: A Laboratory Manual" , Cold Spring 
Harbor' Laboratory Press oder Ausubel, F.M. et al . (1994) "Current 
Protocols in Molecular Biology", John Wiley. & Sons), denen ein 
20 Replikationsursprung fur und ein geeigneter Marker aus Coryne- 
bacterium glutamicum beigegeben wird. Solche Replikations- 
ursprunge werden vorzugsweise von endogenen Plasmiden entnommen, 
die aus Corynebacterium- und Brevibacfcertium-Arten isoliert 
worden sind. Besondere Verwendung als Transf ormationsmarker fur 
25 diese Ar ten sind Gene fur Kanamycin-Resistenz (wie solche, die 
vom.Tn5- oder Tn-903-Transposon stammen) oder fur Chloramphenicol 
(Winnacker, E.L. (1987) "From Genes to Clones - Introduction to 
Gene Technology, VCH, Weinheim) . Es gibt zahlreiche Beispiele in 
der Literatur zur Herstellung einer groSen Vielzahl von Shuttle- 
30 Vektoren, die in E. coli und C. glutamicum repliziert werden, und 
die fur verschiedene Zwecke verwendet werden konnen, einschlieS- 
lich Gen-Uberexpression (siehe bspw. Yoshihama, M. et al. (1985) 
J. Bacterid. 162: 591-597, Martin, J.F. et al., (1987) 
Biotechnology, 5: 137-146 und Eikmanns, B.J. et al . (1992) Gene 
35 102: 93-98) . 

Mittels Standard-Verfahren ist es moglich, ein Gen von Interesse 
in einen der vorstehend beschriebenen Shuttle-Vektoren zu klonie- 
ren und solche Hybrid-Vektoren in Corynebacterium glutamicum- 

40 Stamme einzubringen. Die Transformation von C. glutamicum laSt 
sich durch Protoplastentrans format ion (Kastsumata, R. et al.,, 
(1984) J. Bacterid. 159, 306-311), Elektroporation (Liebl, E. et 
al., (1989) FEMS Microbiol.. Letters, 53: 399-303) und in Fallen, 
bei denen spezielle Vektoren verwendet werden, auch durch Konju- 

45 gation erzielen (wie z.B. beschrieben in Schafer, A., et (1990) 
J. Bacteriol . 172: 1663-1666).. Es ist ebenf alls mOglich, die 
Shuttle-Vektoren fur C. glutamicum auf £. coli zu iibertragen, 
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indem Plasmid-DNA aus C. glutamicum (mittels im Fachgebiet 
bekarmter Standard-Verfahren) prapariert wird und in E . coli 
transformiert wird. Dieser Transf orroationsschritt kann mit 
Standard-Verfahren erfolgen, jedoch wird vorteilhaf terweise ein 
5 Mcr-defizienter E r coli-Stamm verwendet, wie NM522 (Gough & 
Murray (1983) J . Mol . Biol. 166: 1-19). 

' Beispiel 6: Bestirnmung der Expression des mutierten Proteins 

10 Die Beobachtungen der Aktivitat eines mutierten Proteins in einer 
trans formierten Wirtszelle beruhen auf der Tatsache, daS das 
mutierte Protein auf ahnliche Wei se und in ahnlicher Menge expri- 
miert wird wie das Wildtyp-Protein . Ein geeignetes Verfahren zur 
Bestirnmung der Transkriptionsmenge des mutierten Gens (ein Anzei- 

15 chen fur die mRNA-Menge, die fur die Translation des Genprodukts 

- verfugbar ist) 1st die Durchfuhrung eines Northern-Blots (s. 

bspw. Ausubel et al., (1988) Current Protocols in Molecular Bio- 
logy, Wiley: New York), wobei ein Primer, der so ausgestaltet 
ist, daS er an das Gen von Interesse bindet, mit einer nachweis- 

20 baren (gewShnlich radioaktiven oder chemilumineszierenden) Mar- 
kierung versehen wird, so dafi - wenn die Gesamt-RNA einer Kultur 
des Organismus extrahiert, auf einem Gel aufgetrennt, auf eine 
stabile Matrix ubertragen und mit dieser Sonde inkubiert wird - 
die Bindung und die Quantitat der .Bindung der Sonde das Vorliegen 

25 und auch die Menge von mRNA fur dieses Gen anzeigt . Diese Infor- 
mation ist ein Nachweis fur das AusmaS der Transkription des 
mutierten Gerts. Gesamt-Zell-RNA laSt sich durch verschiedene 
Verfahren aus Corynebacterivm glutamicum isolieren, die im Fach- 
gebiet bekannt sihd, wie beschrieben in Bormann, E.R. et al 

30 (1992) Mol. Microbiol. 6: 317-326. 



- • I- 



Zur Bestirnmung des Vorliegens oder der relativen Menge von Pro- 
tein, das aus dieser mRNA translatiert wird, konnen Standard- 
Techniken,' wie Western-Blot, eingesetzt werden (s. bspw. Ausubel 

35 et al. (1988) "Current Protocols in Molecular Biology", Wiley, 

New York) . Bei diesem Verfahren werden Gesamt-Zellproteine extra- 
hiert, durch Gelelektrophorese getrennt, auf eine Matrix, wie 
Nitrocellulose, ubertragen und mit einer Sonde, wie einem Anti- 
korper, inkubiert, die an das gewunschte Protein spezifisch bin- 

40 det. Diese Sonde ist gewohnlich mit einer chemilumineszierenden 
oder kolorimetrischen Markierung versehen, die sich leicht nach- 
weisen laSt . Das Vorliegen und die beobachtete Menge an Markie- 
rung zeigt das Vorliegen und die Menge des gesuchten Mutanten- 
proteins in der Zelle.an. 

45 • , 
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Beispiel 7: wachs turn von genetisch verandertem Coryhebacterium 
glutamicum - Medien und Anzuchtbedingungen 

Genetisch veranderte Corynebakterien werden in synthetischen oder 
5 naturlichen Wachs tumsmedi en geziichtet. Eine Anzahl unterschied- 

licher wachstumsmedien fur Corynebakterian sind bekannt und 
. leicht erhaltlich (Lieb et al . (1989) Appl . Microbiol. Bio- 

technol 32: 205-210; von der Osten et al . (1998) Biotechnology 
Letters" 11: 11-16; Patent DE 4 120 867; Liebl (1992) "The Genus, 
10 Corynebacterium" , in: The Procaryotes, Bd. II. Balows, A. et 

al Hrsg. Springer-Verlag) . Diese Medien bestehen aus emer oder 
mehreren Kohlenstof f quellen, Stickstof f quellen, anorganischen 
Salzen, Vitaminen und Spurenelementen. Bevorzugte Kohlenstoff- 
ouellen sind Zucker. wie Mono-, Di- oder Polysaccharide. Sehr 
15 gute Kohlenstoffquellen sind bspw. Glucose, Fructose, Mannose, 
Galactose, Ribose, Sorbose, Ribulose, Lactose. Maltose, Saccha- 
rose Raffinose, Starke oder Cellulose. Man kann Zucker auch uber 
komplexe Verbindungen, wie Melassen, oder andere Nebenprodukte 
aus der Zucker-Raf f inierung zu den Medien geben. Es kann auch 
20 vorteilhaft sein, Gemische verschiedener Kohlenstoffquellen zuzu- 
geben. Andere mogliche Kohlenstoffquellen sind Alkohole und orga- 
nische Sauren, wie Methanol, Ethanol, Essigsaure oder Milchsaure. 
Stickstof fquellen sind gewohnlich organische oder anorgamsche 
Stickstoffverbindungen oder Materialien, die diese Verbindungen 
25 enthalten. Beispielhaf te Stickstof fquellen umfassen Amnion rak-Gas 
^ oder Ammoniumsalze, wie NH 4 C1 oder (NH 4 ) 2 S0 4 , NH 4 0H, Nitrate, 

Hamstoff, Aminosauren oder komplexe Stickstof fquellen, wie Mais-, 
quellwasser, Sojamehl, Sojaprotein, Hef eextrakte, Fleischextrakte 
und andere. 

30 Anorganische Salzverbindungen, die in den Medien enthalten sein 
konnen, umfassen die Chlorid-, Phosphor-, oder Sulfatsalze von 
Calcium, Magnesium, Natrium, Kobalt, Molybdan, Kalium, Mangan, 
Zink, Kupfer und Eisen. Chelatbildner konnen zum Medium gegeben 

35 werden, urn die Metallionen in Losung zu halten. Besonders geeig- 
nete Chelatbildner umfassen Dihydroxyphenole. wie Catechol oder 
Protocatechuat oder organische Sauren, wie Citronensaure . Die 
Medien enthalten iiblicherweise auch andere Wachs tumsf aktoren, wie 
Vitamine oder Wachs tumsf order er, zu denen bspw. Biotm. Ribofla 

40 vin, Thiamin, Folsaure, Nikotinsaure, Panthothenat und Pyridoxin 
gehoren. Wachs tumsf aktoren und Salze stamen haufig von komplexen 
Medienkomponenten, wie Hefeextrakt, Melassen, Maisquellwasser und 
dergleichen. Die genaue Zusammensetzung der Medienverbmdungen 
hangt stark vom jeweiligen Experiment ab und wird fiir jeden Fall 

45 individuell entschieden. Information uber die Medienoptimierung 
ist erhaltlich aus dem Lehrbuch "Applied Microbiol. Physiology, A 
Practical Approach" (Hrsg. P.M. Rhodes. P.F. St anbury, IRL Press 
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(1997) S. 53-73, ISBN 0 19 963577 3 ) . Wachstumsmedien lassen sich 
auch von kommerziellen Anbietern beziehen, wie Standard 1 (Merck) 
Oder BHI (Brain heart infusion, DIFCO) und dergleichen. 

5 Samtliche Medienkornponenten sind sterilisiert , entweder durch 
Hitze (20 min bei 1,5 bar und 121°C) oder durch Sterilf iltration. 
Die Komponenten konnen entweder zusammen oder notigenfalls ge- 
trennt sterilisiert werden. Samtliche Medienkornponenten konnen zu 
Beginn der Anzucht zugegen sein oder wahlfrei kontinuierlich oder 
10 chargenweise hinzugegeben werden. 

Die Anzuchtbedingungen werden fur jedes Experiment gesondert de- 
finiert. Die Temperatur sollte zwischen 15°C und 45°C liegen und 
kann wahrend des Experimentes konstant gehalten oder verandert 

15 werden. Der pH-Wert des Mediums sollte im Bereich von 5 bis 8,5, 
vorzugsweise urn 7,0 liegen, und kann durch Zugabe von Puff em zu 
den Medien auf rechterhalten werden. Ein beispielhaf ter Puffer fur 
diesen Zweck ist ein Kaliumphosphatpuf f er . Synthetische Puffer, 
wie MOPS, HEPES; ACES usw. , konnen alternativ oder gleichzeitig 

20 verwendet werden. Der Anzucht-pH-Wert la&t sich wahrend der 
Anzucht auch durch Zugabe von NaOH oder MH 4 OH konstant halten. 
werden komplexe Medienkornponenten, wie Hefe-Extrakt verwendet, 
sinkt der Bedarf an zusatzlichen Puffern, da viele komplexe Ver- 
bindungen eine hohe Puf f erkapazitat aufweisen. Beim Einsatz eines 

25 Fermenters fur die Anzucht von Mikro organ ismen kann der pH-Wert 
auch mit gasformigem Ammoniak reguliert werden. 

Die inkubationsdauer liegt gewohnlich in einem Bereich von mehre- 
ren Stunden bis zu mehreren Tagen. Diese Zeit wird so ausgewahlt, 

30 daS sich die maximale Menge Produkt in der Briihe ansammelt. Die 
offenbarten wachstumsexperimente konnen in einer vielzahl von 
Behaltern, wie Mikrotiterplatten, Glasrdhrchen, Glaskolben oder 
Glas- oder Metallf ermentern unterschiedlicher GroSen durchgefuhrt 
werden. Zum Screening einer groSen Anzahl von Klonen soli ten die 

35 Mikroorganismeh in Mikrotiterplatten, Glasrohrchen oder Schiittel- 
kolben entweder mit oder ohne Schikanen gezuchtet werden. Vor- 
zugsweise werden 100-ml-Schiittelkolben verwendet, die mit 10% 
(bezogen auf das Volumen) des erf orderlichen wachstumsmediums 
gefiillt sind. Die Kolben soli ten auf einem Kreiselschuttler 

40 (Amplitude 25 mm) mit einer Geschwindigkeit im Bereich von 
100-300 U/min geschiittelt werden. Verdampfungsverluste konnen 
durch Aufrechterhalten einer feuchten Atmosphare verringert 
werden; alternativ sollte fur die Verdampfungsverluste eine 
mathematische Korrektur durchgefuhrt werden. • 

45 
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werden genetisch modif izierte Klone untersucht, sollten auch ein 
unmodifizierter Kontrollklon oder ein Kontrollklon getestet wer- 
den, der das Basisplasmid ohne Insertion enthalt. Das Medium wird 
auf'eine OD 6 oo von 0,5-1,5 angeimpft, wobei Zellen verwendet 
5 werden, die auf Agarpiatten gezuchtet wurden, wie CM-Platten 
(10 g/1 Glucose, 2,5 g/1 NaCl , 2 g/1 Harnstoff, 10 g/1 Polypep- 
ton, 5 g/1 Hefeextrakt, 5 g/1 Fleischextrakt, 22 g/1 Agar pH-Wert 
6,8 mit 2 M NaOH) , die bei 30°C inkubiert worden sind. Das An- 
impfen der Medien erfolgt entweder durch Einbringen einer Koch- 
10 salzlosung von C. glutamicum- Zellen von CM-Platten oder durch 
Zugabe einer flussigen Vorkultur dieses Bakteriums. 

Beispiel 8: In-vitro-Analyse der Funktion mutierter Proteine 

15 Die Bestimmung der Aktivitaten und kinetischen Parameter von ; 

Enzymen ist im Fachgebiet gut bekannt. Experimente zur Bestimmung 
der Aktivitat eines bestimmten veranderten Enzyms mussen an die 
spezifische Aktivitat des Wildtypenzyms angepaSt werden, was 
innerhalb der Fahigkeiten des Fachmann liegt. Uberblicke iiber 

20 Enzyme im Allgemeinen sowie spezifische Einzelheiten, die die 
Struktur, Kinetiken, Prinzipien, Verfahren, Anwendungen und Bei- 
spiele zur Bestimmung vieler Enzymaktivitaten betreffen, konneh 
bspw. in den nachstehenden Literaturstellen gefunden werden: 
Dixon, m:, und Webb, -E.C: (1979) Enzymes, Longmans, London; 

25 Fersht (1985) Enzyme Structure and Mechanism, Freeman, New York; 
Walsh (1979) Enzymatic Reaction Mechanisms. , Freeman, San 
Francisco; Price, N.C. , Stevens, L. (1982) Fundamentals of 
Enzymology. Oxford Univ. Press: Oxford; Boyer, P.D: Hrsg. (1983) 
The Enzymes, 3. Auf 1 . Academic Press, New York; Bisswanger, H. 

30 (1994) Enzyrakinetik, 2. Aufl. VCH, Weinheim (ISBN 3527300325) ; 
Bergmeyer, H.U.. Bergmeyer, J., Grafcl, M. Hrsg. (1983-1986) 
Methods of Enzymatic Analysis, 3. Aufl. Bd. I-xil, Verlag Chemie: 
Weinheim; und Ullmann's Encyclopedia of industrial Chemistry 
(1987) Bd. A9, "Enzymes", VCH, Weinheim, S. 3 52-3 63. 

35 

Die Aktivitat von Proteinen, die an DNA binden, kann durch viele 
gut eingefuhrte Verfahren gemessen werden, wie DNA-Banden-Shif t- 
Assays (die auch als Gelretardations-Assays bezeichnet werden). 
Die Wirkung dieser Proteine auf die Expression anderer Molekule 

40 kann mit Reportergenassays (wie beschrieben in Kolmar, H. et al . , 
(1995) EMBO J. 14: 3895-3904 und den darin zitierten Literatur- 
stellen) gemessen werden. Reportergen-Testsysteme sind wohlbe- 
kannt und fur Anwendungen in pro- und eukaryotischen Zellen eta- 
bliert, wobei Enzyme, wie beta-Galactosidase, Griin-Fluoreszenz- 

45 Protein und mehrere andere verwendet werden. 
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Die Bestimmung der Aktivitat von Membran-Transportproteinen kann 
gema£ den Techniken, wie beschrieben in Gennis, R.B. (1989) 
"Pores, Channels and Transporters", in Biomembranes, Molecular 
Structure and Function, Springer: Heidelberg, S. 85-137; 199-234; 
5 und 270-322, erfolgen. 

Beispiel 9: Analyse des Einflusses von mutiertem Protein auf 
die Produktion des gewunschten Produktes 

10 Die Wirkung der genetischen Modifikation in C. glutamicum auf die 
Produktion einer gewunschten Verbindung (wie einer Aminosaure) 
kann bestimmt werden, indem die modif izierten Mikroorganismen un- 
ter geeigneten Bedingungen (wie solchen, die vorstehend beschrie- 
ben sind) gezuchtet werden und das Medium und/oder die zellularen 

15 Komponenten auf die erhohte Produktion des gewunschten Produktes 
(d.h. einer Aminosauref untersucht wird. Solche Analysetechniken 
sind dem Fachmann wohlbekannt und umfassen Spektroskopie, Dunn- 
schichtchromatographie, Farbeverf ahren verschiedener Art, enzyma- 
tische und mikrobiologische Verfahren sowie analytische Chromato- 

20 graphie, wie Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie (s. bspw. 
Ullman, Encyclopedia of Industrial Chemistry, Bd. A2, S. 89-90 
und S. 443-613, VCH: Weinheim (1985); Fallon, A., et al . , ,(1987) 
"Applications of HPLC in Biochemistry" in:. Laboratory Techniques 
in Biochemistry and Molecular Biology, Bd. 17; Rehm et al . (1993) 

25 Biotechnology, Bd. 3, Kapitel III: "Product recovery and 

purification", S. 469-714, VCH: Weinheim; Belter, P. A. et al . 
(1988) Bioseparations: downstream processing for Biotechnology, 
- John Wiley and Sons; Kennedy, J.F. und Cabral, J. M.S. (1992) 

Recovery processes for biological Materials, John Wiley and Sons; 

30 Shaeiwitz, J. A. und Henry, J.D. (1988) Biochemical Separations, 
in Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, Bd. B3 ; 
Kapitel 11, S. 1-27, VCH: Weinheim; und Dechow, F.J. (1989) 
Separation and purification techniques in biotechnology, Noyes 
Publications) . 

35 

Zusatzlich zur Messung des Fermentationsendproduktes ist es eben- 
falls moglich, andere Komponenten der Stof f wechselwege zu analy- 
sieren, die zur Produktion der gewunschten Verbindung verwendet 
werden, wie Zwischen- und Nebenprodukte, urn die Gesamt-Produkti- 

40 vitat des Organismus, die Ausbeute und/oder die Effizienz der 
Produktion der Verbindung zu bestimmen. Die Analyseverf ahren 
umfassen Messungen der Nahrstof fmengen im Meditom (bspw. Zucker, 
Kohlenwasserstof fe, Stickstof f quellen, Phosphat und andere 
Ionen) , Messungen der Biomassezusammensetzung und des Wachstums, 

45 Analyse der Produktion gewohnlicher Metabolite aus Biosynthese- 
wegen und Messungen von Gasen, die wahrend der Fermentation 
erzeugt werden. Standardverf ahren fur diese Messungen sind in 
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Applied Microbial Physiology; A Practical Approach, P.M.- Rhodes 
und P.F. Stanbury, Hrsg. IRL Press, S. 103-129; 131-163 und 
165-192 (ISBN: 0199635773) und den darin angegebenen • Literatur- 
stellen beschrieben. 

5 

Beispiel 10: Reinigung des gewunschten Produktes aus C. gluta- 
mi cum- Kultur 

Die Gewinnung des gewunschten Produktes aus C. gluta/nicum-Zellen 
10 Oder aus dem Uberstand, der vorstehend beschriebenen Kultur kann 
durch verschiedene, im Fachgebiet bekannte Verfahren erfolgen. 
Wird das gewunschte Produkt von den Zellen nicht sezerniert, 
konnen die Zellen aus der Kultur durch langsame Zentrifugation ^ 
geerntet werden, die Zellen konnen durch Standard-Techniken, wie 
15 mechanische Kraft Oder Ultrabeschallung, lysiert warden. Die 
Zelltriimmer warden durch zentrifugation entfernt,. und die Uber- 
standsfraktion, die die loslichen Proteine enthalt, wird zur 
weiteren Reinigung der gewunschten Verbindung erhalten. Wird 
das Produkt von den C. glutami cunt- Zellen sezerniert, werden die 
20 Zellen durch langsame Zentrifugation aus der Kultur entfernt, 
und die Uberstandsf raktion wird zur weiteren Reinigung behalten. 

.Die Uberstandsfraktion aus beiden Re inigungs verfahren wird einer 
Chromatographic mit einem geeigneten Harz unterworfen, wobei das 

25 gewunschte Molekul entweder auf dem Chromatographieharz zuruck- 
gehalten wird, viele Verunreinigungen in der Probe jedoch nicht, 
oder wobei die Verunreinigungen auf dem Harz zuruckbleiben, 
die Probe hingegen nicht. Diese Chromatographieschritte. konnen 
notigenfalls wiederholt werden, wobei die gleichen oder andere 

30 Chromatographieharze verwendet. werden. Der Fachmann ist in der 
Auswahl der geeigneten Chromatographieharze und der wirksamsten 
Anwendung fur ein bestimmtes, zu reinigendes Molekul bewandert. 
Das gereinigte Produkt kann durch Filtration oder Ultrafiltration 
konzentriert und bei einer Temperatur aufbewahrt werden, bei der 

35 die Stabilitat des Produktes maximal ist. 

Im Fachgebiet sind viele Reinigungsverf ahren bekannt, die nicht 
auf das vorhergehende Reinigungsverf ahren eingeschrankt sind. 
Diese sind bspw. beschrieben in Bailey, J.E. & Ollis, D.F. 
40. Biochemical Engineering Fundamentals, McGraw-Hill: New York 
(1986) . 

Die Identitat und Reinheit. der isolierten Verbindungen. kann durch 
Standard-Techniken des Fachgebiets bestimmt werden. Diese um- 
45 fassen Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie (HPLC), spektro- 
skopische Verfahren, Farbeverf ahren, Dunnschicht chromatographic, 
NIRS, Enzymtest oder mikrobiologische Tests. Diese Analysever- 
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fahren sind zusammengef afct in: Patek et al . (1994) Appl . Environ. 
Microbiol. 60: 133-140; Malakhova et al. (1996) Biotekhnologiya 
11: 27-32; und Schmidt et al. (1998) Bioprocess Engineer. 19: 
67-70. Ulmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry (1996) Bd. 
5 A27, VCH: Weinheim, S. 89-90, S. 521-540, S. 540-547, S. 559-566, 
575-581 und S. 581-587; Michal, G (1999) Biochemical Pathways: An 
Atlas of Biochemistry and Molecular Biology, John Wiley and Sons; 
Fallon, A. et al . (1987) Applications of HPLC in Biochemistry in: 
Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, 
10 Bd. 17. 

Aquivalente 

Der Fachmann erkennt Oder kann - indem er lediglich Routine- 
15 verfahren verwendet - viele Aquivalente der erf indungsgemaSen 
spezifischen Ausfuhrungsf ormen feststellen. Diese Aquivalente 
sollen von den nachstehenden Patentanspriichen umfaSt sein. 



25 



30 
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40 
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Patentansprliche 

1. isoliertes Nukleinsauremolekul aus Corynebacterium gluta- 
5 micum, das ein MCT- Protein oder einen Abschnitt davon 

codiert. 

2. Isoliertes Nukleinsauremolekul nach Anspruch 1, wobei das 
Nukleinsauremolekul ein MCT-Protein codiert, welches an der 

10 Produktion einer Feinchemikalie beteiligt ist. 

3. isoliertes Nukleinsauremolekul aus Corynebacterium glut a- 
micum, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus den in 
Anhang A aufgefuhrten Sequenzen oder einem Abschnitt davon. 

15. 

4. Isoliertes Nukleinsauremolekul, das eine Polypeptidsequenz 
codiert, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus den in 
Anhang B angegebenen Sequenzen. 

20 5. isoliertes Nukleinsauremolekul, das eine naturlich vor- 
kommende allelische Variante eines Polypeptides codiert, 
ausgewahlt aus der Gruppe von Aminosauresequenzen, bestehend 
aus den in Anhang B aufgefuhrten Sequenzen. 

25 6. Isoliertes Nukleinsauremolekul, umfassend eine Nukleotid^ 
sequenz, die zu mindestens 50% zu einer Nukleotidsequenz, 
ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus den in Anhang' A an- 
gegebenen Sequenzen oder einem Abschnitt davon, homolog ist. 

30 7. Isoliertes Nukleinsauremolekul, umfassend ein Fragment mit . 

' , ' 

mindestens 15 Nukleotiden einer Nukleinsaure mit einer 

Nukleotidsequenz, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus 

den in Anhang A angegebenen Sequenzen. 

35 8. Isoliertes Nukleinsauremolekul, das unter stringenten 
Bedingungen an ein Nukleinsauremolekul nach einem der 
Anspruche 1-7 hybridisiert . 

9. Isoliertes Nukleinsauremolekul, umfassend das Nukleinsaure- 
40 molekul nach einem der Anspruche 1-8 oder einen Abschnitt da- 

von und eine Nukleotidsequenz, die ein heterologes Polypeptid 
codiert . 
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10. Vektor, umfassend das Nukleinsauremolekiil nach einem der 
Anspriiche 1-9. 

11. Vektor nach Anspruch 10, welcher ein Express ions vektor ist. 

12. Wirtszelle. die mit dem Expressionsvektor nach Anspruch 11 
transfiziert ist. 



13. Wirtszelle nach Anspruch 12, wobei die Zelle ein Mikro- 
10 organismus ist. 

14. Wirtszelle nach Anspruch 13, wobei die Zelle zur Gattung 
Corynebacterium oder Brevibacterium gehort . 

15 15. Wirtszelle nach Anspruch 12, wobei die Expression des 

Nukleinsauremolekiils eine Modulation der Produktion einer 
Feinchemikalie von der Zelle bewirkt. 

16. Wirtszelle nach Anspruch 15, wobei die Feinchemikalie aus- 

20 gewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus organischen Sauren, 

proteinogenen und nichtproteinogenen Aminosauren, Purin- und 
Pyrimidinbasen, Nukleosiden, Nukleotiden, Lipiden, gesattig- 
ten und ungesattigten Fettsauren, Diolen, Kohlehydraten, 
aromatischen Verbindungen, Vitaminen, Cofaktoren und Enzymen. 

25 

17. verfahren zur Herstellung eines Polypeptides, umfassend das 
Ziichten der Wirtszelle nach Anspruch 12 in einem geeigneten 
Kulturmedium, urn so das Polypeptid zu produzieren. 

30 18. Isoliertes MCT-Polypeptid aus Corynebacterium glutamicxim Oder 
ein Abschnitt davon. 

19. Polypeptid nach Anspruch 18. wobei das Polypeptid an der 
Produktion einer Feinchemikalie beteiligt ist. 

35 

20. Isoliertes Polypeptid, umfassend eine Aminosauresequenz, 
ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus den in Anhang B 
angegebenen Seguenzen. 

40 21. Isoliertes Polypeptid, umfassend eine natiirlich vorkommende 

allelische Variante eines Polypeptides, umfassend eine Amino- 
sauresequenz,. ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus den in 
Anhang B angegebenen Seguenzen, oder einen Abschnitt davon. 

45 22. Isoliertes Polypeptid nach einem der Anspriiche 18-21, das 
zudem heterologe Aminosauresequenzen umfaSt. 
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23. Isoliertes Polypeptid, das von einem Nukleinsauremolekul 
codiert wird, umfassend eine Nukleotidsequenz, die mindestens 
zu 50% homolog zu einer Nukleinsaure ist, ausgewahlt aus der 
Gruppe, bestehend aus den in Anhang A angegebenen Sequenzen. 

5 

24. Isoliertes Polypeptid, umfassend eine Aminosauresequenz , die 
mindestens zu 50% homolog zu einer Aminosauresequenz ist, 
ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus den in Anhang B . 
angegebenen Sequenzen. 

25. Verfahren zur Herstellung einer Feinchemikalie , umfassend 
das Ziichten einer Zelle, die einen Vektbr nach Anspruch 12 
enthalt, so da£ die Feinchemikalie produziert wird. 

15 26. Verfahren nach Anspruch 25, wobei das Verfahren zudem den 
Schritt Gewinnen der Feinchemikalie aus der Kultur umf aSt . 

27.. Verfahren nach Anspruch 25, wobei das Verfahren zudem 

den Schritt Transf izieren der Zelle mit dem Vektor nach 
20 Anspruch 11 umfafit, so da£ eine Zelle erhalten wird, die 

den Vektor enthalt. 

28. Verfahren nach Anspruch 25, wobei die Zelle zur Gattung 
Corynebacterium oder Brevibacterium gehort . 

25 

29. Verfahren nach Anspruch 25, wobei die Zelle ausgewahlt ist 
aus der Gruppe bestehend aus Corynebacterium glutamicum, 
Corynebacterium herculis, Corynebacterium lilium, Coryne- 
bacterium acetoacidophilum, Corynebacterium aceto.glutamicum, 

30 Corynebacterium acetophilum, Corynebacterium ammoniagenes , 

Corynebacterium fujiokense, Corynebacterium nitriiophilus , 
Brevibacterium ammoniagenes , Brevibacterium butanicum, Brevi- 
bacterium divaricatum, Brevibacterium flavum f Brevibacterium 
healii, Brevibacterium ketoglutamicum, Brevibacterium ketoso- 

35 reductum, Brevibacterium lacto ferment urn, Brevibacterium 

linens t Brevibacterium para f finely ticum und den in Tabelle 3 
angegebenen Stammen. 

30. Verfahren nach Anspruch 25/ wobei die Expression des Nuklein- 
40 sauremolekuls aus dem Vektor die Modulation der Produktion 

der Feinchemikalie bewirkt. 

-* • ■ 

31. Verfahren nach Anspruch 25, wobei die Feinchemikalie aus- 
gewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus organischen Sauren, 

45 proteinogenen und nichtprot^inogenen Aminosauren, Purin- und 

Pyrimidinbasen, Nukleosiden, Nukleotiden, Lipiden, gesattig- 
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ten und ungesattigten Fettsauren, Diolen, Kohlehydraten, 
aromatischen Verbindungen, Vitaminen, Cofaktoren und Enzymen. 

32. Verfahren nach Anspruch 25, wobei die Feinchemikalie eine 
5 Aminosaure ist. 

33. verfahren nach Anspruch 32, wobei die Aminosaure aus der 
Gruppe stammt, bestehend aus Lysin, Glutamat, Glutamin, 
Alanin, Aspartat, Glycin, Serin. Threonin, Methionin, 

10 Cystein, Valin, Leucin, Isoleucin, Arginin, Prolin, Histxdm, 

. Tyrosin; Phenylalanin und Tryptophan. 

34. verfahren zur Herstellung einer Feinchemikalie, umfassend das 
Zuchten einer Zelle, deren genomische DMA durch EinschluS 

15 eines Nukleinsauremolekiils nach einem der Ansprviche 1-9 ver- 

andert worden ist. 



20 



25 



30 



35 



40 



45 
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Tabelle 1: Gene der Patentanmeldung 



ABC-Transporter 





ID # 


Contig 


NT 
Start 


NT 
Stop 


Funktion des Gens 


5 


RXN00164 


W0232 


17 82 


94 


Hypothetischer ABC Transporter 
ATP-Bindendes Protein 




RXN00733 


W0132 


1647 


2531 


Hypothetischer ABC Transporter 
ATP-Bindendes Protein 




RXN01191 


W0169 


10478 


12067 


Hypothetischer ABC Transporter 
ATP-Bindendes Protein 


10 


RXN01212 


W0169 


3284 


4207 


Hypothetischer ABC Transporter 
ATP-Bindendes Protein 




RXN01602 


W0229 


1109 


2638 


Hypothetischer ABC Transporter 
ATP-Bindendes Protein 


15 


RXN01881 


W0105 


52 9 


95 


Hypothetischer ABC Transporter 
ATP-Bindendes Protein 


RXN01946 


W0228 


2 


1276 


Hypothetischer ABC Transporter 
ATP-Bindendes Protein 




RXN02515 


WO 087 


962 


1717 


Hypotnetiscner abc lransporcer 
ATP-Bindendes Protein 


20 


RXM00525 


W0079 


26304 


27566 


Hypotnetiscner abl iransporter 
Permease Protein 


RXNF02096 


W012 6 


20444 


22135 


Hypothetischer ABC Transporter 
Permease Protein 




RXN0Q412 


W0086 


53923 


52844 


Hypothetischer Ammosaure ABC 
Transporter ATP-Bindendes Protein 


25 


RXN00411 


W0086 


52844 


52170 


Hypothetischer Aminosaure ABC 
Transporter Permease Protein 




RXN00243 


W0057 


28915 


27899 


, P, G, R ATPase Untereinheiten 
von ABC transportern 




RXN00456 


W0076 


6780 


8156 


, P, G, R ATPase Untereinheiten 
von ABC transportern 


30 


RXN01604 


W0137 


8117 


7470 


, P, G, R ATPase Untereinheiten 
von ABC transportern . 




RXN02547 


W0057 


27726 


25588 


, P, G, R ATPase Untereinheiten 
von ABC transportern 




RXW02614 


W0313 


5964 


5236 


TAURIN TRANSPORT ATP- BIND EN DEb 
PROTEIN TAUB 


35 


RXN02613 


W0313 


5223 


4267 


TAURIN— BIND EN DES PERIPLASTIC PRO- 
TEIN PRECURSOR 




RXN00368 


W0226 


2300 


726 . 


SPERMIDIN/PUTRESCIN TRANS POK1 A IP— 
BINDENDES PROTEIN POT A 




RXN01285 


W0215 


1780 


1055 


EISENHALTIGES ENTEROBACTIN TRANS- 
PORT ATP— BIND rJMJJ r-S IrKUlijJLlNl rijirL. 


40 


RXN00523 


W0194 


1363 


338 


EISENHALTIGES ENTEROBACTIN TRANS- 

nnn rp r)D Arp TP T T\7 PCDP 




RXN01142 


W0077 


5805 


6302 


NITRAT TRANSPORT ATP-BINDENDES 
PROTEIN NRTD 




RXN01141 


W0077 


4644 


5468 


NITRAT TRANSPORT PROTEIN NRTA 


45 


RXN02074 


W0318 


12775 


11153 


TRANSPORT ATP-BINDENDES PROTEIN 
CYDD 




RXN01002 


W0106 


8858 


8055 


PHOSPHONATE TRANSPORT ATP-BINDEN- 
DES PROTEIN PHNC 



BASF Aktien.gesellsch.aft 



992618 

• # • mm m 



DE 



• * • * • 
61 



5 



10 



ID # 


Contig 


•NT 
Start 


NT 
Stop 


Funktion des Gens 


RXN01000 


W0106 


7252 


6407 


PHOSPHONATE TRANSPORT SYSTEM PER- 
MEASE PROTEIN PHNE 


RXN01732 


W0106 


9944 . 


8895 


PHOSPHONATE— BIND END ES PERIPLASMI- 
SCHER PROTEIN VORLAUFER 


RXM03080 


W0045 


1670 


2449 


EISENHALTIGES ENTEROBACTIN TRANS- 
PORT ATP— BIND ENDES PROTEIN FEPC 


RXN03081 


WOO 4 5 


2476 


2934 


E IS ENENTEROBACT IN- B INDENDES PERI- 
PLASMIC PROTEIN VORLAUFER 


RXN03082 


W0045 


3131 


3 451 


E IS ENENTEROBACT IN— B INDENDES PERI- 
PLASMS PROTEIN VORLAUFER 



15 
20 



25 



30 



35 



45 
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Genfunktion 


Desthiobiotinsynthetase 


Flavum aspartase 


Isocitratlyase 


Isocitratlyase N-tenninales Fragment 


Prephenatdehydratase 


Aspartokinase 
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ca 

*5 

•s 
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-g 

O 

•5 
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Diaminopimelihsauredehydrogenase 


Threoninsynthase 


Prephenatdehydratase 


mutierte Prephenatddiydratase 


Acetohydroxysauresynthetase 


Aspartokinase 


mutierte Aspartokinase alpha-Untereinheit 


Gen-Name 
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ovMmnd? t-ranslatiert von RXN03082 ( 9827 ) von 1 bis 321 

SesaLSreS 
tvttgvt agtd i ttglqqvaeml s 

CAGAAGCAATCGCAGAAATCGATGCAAAC 

aacgcggaccacgccaa 
atggtca^ 

gagagaacttcgctaatttcctctccaacccagcgctagccaacgttcccgccattgaaaacgacaagattttctacgccgac 

RXN03082 -.3* -Region 
TAGTTTTGAGATGTTGAAACTAG 



# 
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RXN03081 translatiert von RXN03081 ( 3848 ) . von 1 bis 459 

Skksliaivasalvlsgctsdssdssgtsgtvettsittsvaaadgafprtvtlddssitleskperiavltpeaaslvlpit 

GADRWMTAEMDTADEETAALASQVEYQVKNGGRLDPEQWAGDPDLVIVSARFDTEQGTIDILEGLNVP 

ACGGACTdCCCATTGCGGT^GCGATGATC'CCGAAACCAG 
GTTTGACTTAAAAACCC 

Sgaaaaaatca^ 

TTCC^G^ACTGTGGAAACCACTTCGATTACAACCAGCGTTGCCGCAGCTGACGGCGCATTCCCACGCACCGTCACA 
ATTCCTCCATCACCTTAGAATCCA^^ 

SgcgccgScgcgtSt^ 

AGTCAAAAACGGTGG^AGGCTCGACCCCGAAC 
CCGAACAAGGCACCATCGACATTTTGGAAGGCCTCAACGTCCCG 

RXN03081 - 3' -Region 7 
TAGTTAACTTCGATTCAGACGCT 
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RXN03080 translatiert von RXN03080 ( 3725 ) von 1 bis 780 

MPQLVEIRDLNVEFPSRHAVKNVSFSAPAGKVTALIGPNGAGKSTALSAIAGLVESTGEVKVGGSGVASKSAKARARLLSLVP 
•QNTELRIGFSARDWAMGRYPHRGRFAVETDADRRATDDALRAINALDIAEQPVNELSGGQQQLIHIGRALAQDTAWLLDEP 
VSALDLRHQVEVLQLLRARANSGTTVIWLHDLNHVARWCDHAVLMADGEVVSQGDIREVLEPATLSTVYGLPIAV 

SLRVIPHPNPF 
RXN03080 - 5' -Region 

CTTGCAAACAGGCGTGGTGGTGGCGTTCATTGGCTCACCAATTTTCCTTTATTTACTGCTCAGCATGCGCAAGCGACGCGGAT 
TGGGGCTGTAAAAACTC 

RXN03080 - kodierende Region 

ATGCCTCAATTAGTTGAAATTCGTGATCTCAACGTTGAATTCCCCTCTCGCCATGCAGTGAAAAACGTGTCTTTTTCTGCACC 
TGCTGGAAAAGTCACCGCACTGATTGGCCCAAATGGTGCTGGTAAAAGTACTGCCCTTTCGGCGATTGCAGGATTGGTTGAAT 
CCACCGGCGAGGTAATGGTTGGTGGGAGTGGGGTTGCGTCGAAAAGCGCTAAAGCCCGAGCCCGCCTGCTCTCACTCGTGCCG 
CAAAACACCGAGTTGCGCATTGGTTTTAGTGCACGCGACGTTGTCGCGATGGGCCGC'TACCCGCATCGTGGCCGCTTCGCCGT 
GGAGACCGACGCAGATCGACGCGCCACCGATGACGCCCTGCGCGCCATCAACGCGCTCGACATCGCCGAGCAGCCCGTCAACG 
AATTATCGGGCGGCCAGCAGCAGCTCATCCACATCGGCCGAGCGCTCGCCCAAGACACCGCCGTCGTGCTTCTCGACGAGCCC 
GTCTCCGCGCTTGATCTACGGCACCAAGTTGAAGTCCTTCAACTCCTGCGCGCCCGAGCTAATTCCGGCACCACCGTGATGGT 
CGTCCTTCACGATCTCAACCACGTTGCCCGTTGGTGCGACCATGCAGTGTTGATGGCCGACGGCGAAGTTGTCTCCCAAGGTG 
^CATCCGCGAGGTGCTCGAACCTGCCACACTGTCCACCGTGTACGGACTGCCCATTGCGGTGCGCGATGATCCCGAAACCAGC 

^pACTTCGCGTGATCCCGCATCCAAATCCCTTT 

RXN03080 - 3' -Region 
TGATTGAAAGTTTGACTTAAAAA 
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-RXN01732 translatiert von RXN01732 ( 6268 ) von 1 bis 1050 

MFKLSKPSKSMRVAVSTLAISTLALVGCSSSDESSSSSSASSSSDAASQWPESITLSLVPSTEGEDLAEALAPLTDYLSENLG 

IEVNGWASDYAATVEALGADQAQVIITDAGSLYNAIEQYDAQLILRDVRFGATSYSAVAYTNNPDKYCDDAPVAASYAASDV 

DMLYCNGIETEGQAATGEGPAALDALEKIESGDKVALQAATSPAGYQYPIVAMQDLGMDTDSAFVQVPVEGNNNAVLSVLNGD 

AEVSFGFWDARSTVLSEAPNAAEDWAFAYTEMIPNGGVAASKSLPSDL^^ 

TAQDEITRYGEILKKFSN 

RXN01732 - 5» -Region 

GATTCTATCGCTGATCTCCCTCTCCTTGCCTGGGTTTGTTCCCQGGTCTCCTCTTCTTAACTTTCTTGTCTGATGTCGCTGAA 
AGGTTTTTAAAGATCTC 

■ 1 ' 

RXN01732 - kodierende Region 

ATGTTCAAGCTCTCTAAGCCATCCAAGTCCATGCGTGTTGCTGTTTCTACGCTTGCGATCTCTACCCTTGCTCTAGTTGGTTG 
TTCCTCTTCCGATGAGTCTTCTTCCTCATCATCTGCGTCTTCTTCTTCGGATGCTGCAAGCCAGTGGCCTGAGTCCATTACTT 
TGTCTCTTGTTCCTTCTACTGAGGGTGAGGATTTGGCTGAAGCGTTGGCTCCTTTGACTGATTACCTGTCTGAGAACCTTGGT 
ATTGAGGTCAATGGTGTGGTGGCGTCTGATTACGCTGCAACCGTTGAGGCTTTGGGTGCTGATCAGGCTCAGGTGATCATCAC 
TGATGCGGGTTCCCTGTATAACGCGATTGAGCAGTACGATGCGCAGCTGATTCTGCGTGATGTGCGTTTCGGTGCCACCTCGT 
ACTCTGCTGTGGCGTACACCAACAATCCTGATAAGTACTGCGAGGATGCCCCAGTGGCTGCGTCTTATGCTGCGTCCGATGTA 
GAGATGCTTTACTGCAACGGTATTGAAACTGAGGGCCAGGCTGCTACCGGTGAGGGCCCAGCAGCTCTTGATGCGCTGGAAAA 
J - ^!TCGAGTCCGGTGACAAGGTAGCGCTGCAGGCTGCAACCTCTCCTGCGGGTTACCAGTACCCTATCGTCGCTATGCAGGATC 
t A«GGCATGGATACCGATTCCGCTTTTGTTCAGGTTCCAGTAGAGGGCAAC7yVCAACGCTGTGCTGTCTGTCCTGAACGGTGAC: 

v" ^Hggaagtgtccttqggtttctgggatgcgcgttccaccgtgctgtctgaggctcctaacgcagctgaggatgtcgtagcgtt 

TGCCTACACCGAGATGATCCCTAACGGTGGCGTCGCAGCGTCCAAGTCCCTTCCATCCGACCTGGTGGAAAAGCTCACCGAGT 
TGATGGATGATTACGCAGATTCCTCCGAGGAAGCCAAGGATGTCATGTTCGACATGGTTGGTCTATCTGACTGGACTGCTGAT 
ACCGCACAGGATGAAATCACTCGTTACGGCGAGATCCTGAAGAAGTTCTCCAAC 

RXN01732 - 3' -Region 
TAATTTCCCTGTTTCCAATACTC 
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RXN01000 translatiert von RXN01000 ( 4 854 ) von 1 bis 846 

MSTLTSHRTVPAPSSPPARPNKLARNIVAIVAALIVLIATGTLKIEWNELPQMPAQVWHYLELMFSDPDWSKFGRAVQEMWRS 
• IAMAWLGAILCVWSVPLGMLAARGVGPYWLRTVLRFVFAVIRAF^ 

AiESTPTGPSEAVRAAGGTTPEVLRWALWPQVAPSIASFALYRFEINIRTSAVLGIVGAGGIGSMLANYTNYRQWDTVGMLLI 
WWATMIVDLISGTIRRRIMKGASDRWAPSN 

RXtiOlOOO - 5' -Region 

CTTTCTATGCCTACGCGGATGTTTCCGTGATCATTCTGGAAATCCTCATCGTGGTGATTGTCATTGAAGTAATCTCCAACGCA 
CTTCGAAAGAGGCTGGT 

RXN01000 - kodierende Region 

ATGAGCACCTTAACCTCTCACCGCACAGTACCGGCCCCCAGCTCTCCCCCGGCGCGCCCCAACAAACTGGCGCGCAATATCGT 
TGCAATTGTCGCTGCGCTGATTGTCCTTATAGCTACCGGCACGCTCAAGATCGAGTGGAATGAGCTTCCGCAGATGCCCGCGC 
AGGTGTGGCATTACTTAGAGCTGATGTTTAGCGATCCCGATTGGTCGAAGTTTGGCCGCGCCGTCCAGGAAATGTGGCGTTCC 
ATCGCCATGGCGTGGTTGGGTGCCATTTTATGCGTGGTGGTCTCTGTCCCTCTGGGAATGTTGGCTGCCCGCGGGGTGGGACC 
TTATTGGCTGCGTACCGTTTTACGGTTCGTGTTCGCGGTGATTCGTGCGTTCCCCGAAGTGGTTATCGCAATTATTTTGCTAA 
CTGTCACCGGCCTAACTCCTTTTACTGGTGCGCTCGCATTGGGTATCTCCGGTATTGGACAACAGGCAAAGTGGACCTATGAA 
GCCATTGAGTCCACTCCCACCGGCCCGTCAGAGGCAGTGCGTGCAGCGGGTGGAACTACGCCGGAGGTTCTGCGGTGGGCGTT 
/ sGTGGCCACAGGTTGCGCCATCCATTGCATCTTTTGCCCTGTACCGCTTTGAGATCAACATCCGTACCTCTGCGGTATTGGGCA 
^.JgiGTTGGTGCAGGTGGTATCGGTAGTATGCTTGCCAATTACACCAACTACAGGCAGTGGGACACCGTGGGCATGCTGCTCATC 



LCGTGGTTGTCGCAACGATGATCGTCGATCTCATCTCCGGCACCATCCGCCGCCGCATCATGAAGGGGGCTAGTGACCGTGT 
iTGGCACCAAGCAAC 




RXN01000 - 3» -Region 
TGACGCTCCACCAAGCATCCGCA , 
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RXN01002 translatiert von' RXN01002 ( 1757 ) von 1 bis 804 

MNSDASATTNSWAINFDHVSVTYPNGTKALDDVSLTINPGEMVAIVGLSGSGKSTLIRTINGLV11ATEGTVTVGPHQINTLKG 

KALRDARGQIGMIFQGFNLSERSSVFQNVLVGRFAHTAVWRNLL 

AIARALSQDPSvMLADEPVASLDPPTAHSVMRDLENINW^ 

FEAIYGRPIQAKDLLGDRA 

RXN01002 - 5' -Region 

GACTGCTGATACCGCACAGGATGAAATCACTCGTTACGGCGAGATCCTGAAGAAGTTCTCCAACTAATTTCCCTGTTTCCAAT 
ACTCAAGGTGTGCGCAT ( 

RXN01002 - kodierende Region 

ATGAATTCTGATGCTTCGGCTACCACCAACTCCTGGGCTATCAACTTCGACCATGTGTCGGTGACGTATCCCAATGGGACGAA 
AGCCCTCGATGATGTTTCCCTCACCATCAATCCCGGTGAGATGGTTGCCATCGTGGGTCTGTCAGGATCGGGTAAATCCACGC 
TGATTCGCACGATCAACGGTCTTGTCCGCGCTACGGAAGGCACCGTGACGGTGGGGCCGCATCAGATCAACACCTTGAAGGGG 
AAAGCACTGCGTGATGCCCGTGGGGAGATCGGCATGATTTTCCAGGGGTTCAACCTGTCGGAACGCAGCAGTGTGTTCCAGAA 
TGTT.TTGGTGGGCCGCTTCGCGCACACAGCGTGGTGGCGTAACCTCCTCGGGTTTCCCACGGAGCACGACAAGCAGATTGCTT 
TTCACGCGTTGGAGTCCGTGGGCATTTTGCACAAAGTGTGGACCCGAGCTGGTGCTTTGTCGGGTGGACAGAAACAGCGCGTT 
GCTATTGCGCGCGCCTTATCGCAAGATCCGTCTGTCATGCTGGCAGATGAGCCTGTGGCAAGCCTTGATCCGCCAACCGCGCA 
\TTCCGTGATGCGCGATCTAGAAAACATCAACAACGTGGAAGGCCTCACCGTGTTGGTGAACTTGCACTTGATTGATTTGGCTC 
^;#CAATACACCACAAGGCTTGTGGGTTTGCGTGCCGGCAAGCTGGTCTATGACGGTCCTATCTCTGAGGCCACCGATAAAGAC 
^TGAAGCTATCTATGGTCGCCCCATCCAGGCTAAAGACCTGCTAGGTGATCGCGCA 

RXN01002 - 3 '-Region 
TGACCACGCCTTCTTCTACACTT 
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RXN02074 translatiert von RXN02074 .( 7807 ) von 1 bis 1623 

MRSLLRDIPAVGWLITATIWRTLWALVIVGIGLLIDVPSPAHSAMLWWVLAGATAAAALLCAEAVLPQRIRARVERSWRRQ 

LAAKNLELNSSSSDDAQLITLATEATSKASTYTVMFLGPYFAVFLAPLTVIAVVGAAISWPIAGILCLGLCVIPFVISWAQRM 

LKGAGAGYGRASGQLAGVFLESVRTLGTTMMLNAAGQRRQIITQRAENMRSQV>ISLLYRNQLMILVTDGVFGVATTMVAAV 

IGGFFSGSLTLGQAVALVLLARLLIDPINRMGRTFYTGMAGKPSLIAIEKALATTFTDQPTQQGQRHDGDLWNNLKIARDHR 

DIVHGISFSIPRGSHIAWGPSGAGKSSVALALSGLLEFDGAISLGGHNCEMLDLRASVSFVPQSPTLFSGSIKSNIDLARTG 

VDSDH I HAALLGEEL PADLKVGETGKGVS GGQAARI S I ARGLVKNAAVI VLDE ATAQLDYTNARQVRHLAKSLECTLVE ITHR 

PSEALDADFIIVLEDGQLTMMDTPSNVSQHNAFFRTAVMEEEQ 

RXN02074 - 5' -Region 

CGGGGGAAGGCCGTGTCGCATGCTCGGGCTAGCCTTGGATCTCAAGAAGAATTCGACTGGTTTAAAGTCTGGGCTTTAAGTGC 
AGAAAGGTTGTGGATTG 

RXN02074 - kodierende Region 

ATGCGCTCCCTGCTTCGTGATATCCCTGCGGTGGGTTGGCTAATCACCGCGACGATTGTTGTGCGCACGCTCGTTGTTGCGCT 
GGTCATCGTTGGGATCGGCTTGCTTATCGACGTCCCCTCGCCCGCTCATTCAGCCATGTTGTGGTGGGTTCTGGCAGGTGCCA 
CGGCAGCAGCTGCGCTGCTGTGCGCGGAAGCGGTGCTCCCCCAACGTATTCGTGCACGAGTTGAACGATCCTGGCGGCGGCAG 
TTGGCTGCTAAAAATCTGGAGCTGAATTCCAGTTCGTCAGATGATGCCCAGTTGATCACACTGGCAACTGAAGCCACCTCAAA 
^AGCATCCACTTACACAGTGATGTTTCTGGGGCCTTACTTTGCAGTATTTTTGGCCCCACTGACAGTTATTGCCGTTGTCGGCG 

^^GCTATTTCCTGGCCGATTGCGGGGATACTGTGCCTCGGGTTGTGCGTGATACCTTTCGTTATTTGTTGGGCACAGCGCATG 
.g^AAAGGCGCTGGCGCGGGATACGGGCGAGCATCTGGGCAGTTGGCAGGCGTGTTTTTGGAATCGGTGCGCACACTAGGCAC 
WCGATGATGCTGAATGCCGCTGGGCAGCGCAGGCAGATCATCACACAGCGCGCAGAGAATATGCGCTCCCAAGTGATGTCAT 
TGCTGTACCGAAATCAGTTGATGATTCTGGTGACCGACGGCGTGTTTGGAGTTGCCACCACAATGGTTGCTGCGGTGTTTGCC 
ATTGGAGGATTCTTTTCAGGCTCTCTTACTCTCGGCCAAGCTGTAGCACTCGTATTGGTGGCCAGGCTGCTTATTGATCCCAT 
CAACCGCATGGGTCGCACGTTTTACACCGGCATGGCAGGCAAACCCTCGCTGATCGCCATTGAAAAAGCCCTCGCGACAACCT 
TTACTGATCAGCCAACTGAACAGGGACAGCGCCACGATGGGGATCTGGTGGTCAACAACTTGAAGATCGCCCGCGATCACAGG 
GACATTGTGCACGGTATCTCTTTCAGCATTCCCCGCGGTTCCCACATCGCGGTGGTAGGTCCCAGTGGCGCTGGTAAATCCTC 
TGTGGCTCTAGCGTTGTCCGGACTTTTAGAGTTTGATGGTGCGATTTCCCTCGGCGGCCACAACTGTGAGATGTTAGATCTTC 
GCGCCTCAGTCAGTTTCGTGCCCCAATCCCCCACGCTGTTTAGCGGAAGCATCAAAAGCAATATCGATCTGGCGCGCACGGGT 

. GTTGATTCTGATCACATCCACGCAGCACTTTTAGGCGAAGAACTCCCCGCGGACCTCAAAGTCGGTGAAACCGGCAAAGGTGT 
CTCCGGCGGCCAAGCAGCACGCATTTCCATTGCCCGAGGTTTAGTAAAGAATGCTGCCGTGATTGTTCTCGACGAGGCGACCG 
CACAACTCGACTACACCAACGCCCGCCAGGTTCGACATCTTGCCAAATCCCTTGAGTGCACGTTGGTTGAGATCACCCACCGC 
CCATCAGAAGCCCTCGATGCAGACTTCATCATTGTTTTAGAGGATGGCCAATTGACCATGATGGATACACCCAGCAACGTTTC 
CCAGCACAATGCGTTTTTCCGCACCGCTGTGATGGAGGAAGAACAA 

RXN02074 - 3' -Region 
TGATTTCCCGACTTCTCCAATTG 
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RXN01141 translatiert von RXN01141 ( 9956 ) von 1 bis 825 

LSTALAGAARYVTSTSNNEPADNTPLTIGYVPIAGSAPIAIADALGLFKKHGV^TVTLKKYSGWSDLWTAYATEQLDVAHMLSP 
MTVAINAGVTNASRPTELSFTQNTNGQAITLASKHYGSW 

RPADMVAQLTVEGIDGFIGPGPFNERAISNGSGRIWLLTKQLWDKHPCCAVAMAKEWKAEHPTAAQGVLNALEEASAILSNPA 
QFDSSARTLSQEKYLNQPATLLDGPS 

RXN01141 - 5 '-Region ( 

AAAGAACACTCGGTATGGCACCTGATTTAAGGATGCTGCAATCGTGACACATATCCTCTTCGACAGCAGGCGTTTTCTGCAAC 
TGGGCGCTTTTGCGTCC 

RXN01141 - kodierende Region 

TTGAGCACCGCATTGGCCGGAGCGGCCCGCTACGTGACGTCGACAAGCAATAATGAACCTGCGGATAACACTCCCCTGACCAT 
TGGCTACGTGCCTATTGCGGGCTCGGCGCCGATTGCTATCGCAGATGCGCTAGGGCTGTTTAAGAAACACGGCGTGAATGTCA 
CGTTGAAGAAGTACTCAGGCTGGTCCGACCTGTGGACCGCCTATGCAACAGAGCAGCTTGATGTTGCGCAGATGCTGTCGCCG 
ATGACTGTGGCGATTAATGCTGGAGTGACCAACGCGTCGCGCCCGACGGAGCTGTCGTTTACCCAGAACACCAATGGGCAAGC 
AATTACCTTGGCGTCAAAGCACTATGGTTCCGTCAATTCAGCGGCGGATCTTAAAGGCATGGTGCTGGGAATTCCTTTTGAAT 
ATTCAGTCCATGCGCTGCTCCTGCGCGATTATCTCGTCTCAAACGCAGTTGATCCCATCGCCGATCTTGAGCTTCGCCTGCTC 
CGACCTGCCGATATGGTCGCACAATTGACAGTTGAGGGCATCGATGGATTCATTGGGCCTGGGCCGTTTAATGAACGCGCCAT 
CAGCAATGGCTCCGGCCGGATTTGGCTGCTGACCAAACAACTGTGGGACAAACATCCATGCTGCGCCGTGGCGATGGCCAAAG 




RXN01141 - 3» -Region 
TAATCATCGGCATCACCGGCTTA 



BASF Aktiengesellscfcaft ,,99^18 ,. ,. O.Z„, 0A50/50626 DB 

, * , > » » ' » '* » 

, ii ♦» ,>,»■»» 



RXN01142 translatiert von RXN01142 ( 3960 ) von 1 bis 498 

LTARGNIDFGLRSARPSLSKTERADITRTHLEQVGLTDAAERRPARLSGGMQQRVGIARAFAIDPPIMLLDEPFGALDALTRR 
ELQLQLLNIWEASRRTVVMVTHDTO 

RXN01142 - 5' -Region 

CTCCCCATCCAGCGGCACAGTCAGCGCAGGCAACGAAGAAATTAAAGGACCAGGACCTGACCGAGGCATGGTTTTCCAAGACC 
ACGCCCTCCTGCCCTGA 

RXN01142 - kodierende Region 

TTGACCGCACGCGGCAACATCGACTTCGGGCTCCGCTCCGCGCGCCCCTCCTTGAGCAAAACCGAACGCGCCGACATCACCCG 
CACCCACCTCGAACAAGTAGGCCTCACCGACGCCGCCGAACGGCGCCCCGCCCGCCTCTCCGGCGGCATGCAACAGCGAGTCG 
GCATCGCACGCGCCTTCGCCATCGACCCACCAATCATGCTTCTCGACGAACCCTTCGGCGCCCTCGACGCCCTCACCCGCCGC 
GAACTCCAGCTCCAACTACTCAACATTTGGGAAGCCTCCCGCCGCACeGTeGTCATGGTCACCCACGACGTCGACGAGGCCAT 
CCTGCTCTCCGACCGAGTTCTCGTGATGTCCAAGAGCCCCGAAGCCACCATCATCACCGATATTCCAGTGAATCTTCCCCGCC 
CCAGACACGAGCTGAGTGAAGACGCTTCTGTTGAAGCCGAGACCACAGCCCTGCGTAAGCGGATGCTGCATCTGCTGGAGCAC 

RXN01142 - 3' -Region 
TAGTTTCTAACACGTCTTTTAAA , 
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. RXN00523 translatiert von RXN00523 ( 9218 ) von.l bis 1026 
MSLSHQLKRQRASRNSRRWLIVAALGWTLGI^ 

GAAGVIFQTVLRNQLASPDIIGISSGASAAGVICIVFFGMSQSAVSAISLCASLAVALLIYLVAYRGGFSATRLILTGIGIAA 
MLNSLVSYSLSKADSWDLPTATRWLTGSLNGATWDRAMPLIVTTv^ 

IAAVALIAVATAACGPIAFVAFVSGPIAARILGSGGSLIIPSALIGGLIVLIADLIGQYFLGTRYPVGVVTGAFGAPFLIYLL 
IRSNRAGVTL ' 

RXN00523 - 5» -Region 

TGGTGACTCGTCCGAGTGAAATTGCCGTGGGCATCATCATGCCGATCATTGGTGCGCCACTGTTTATTTGGATTATTCGTCGT 
CAGAAAGTCAAAGAGCT 

( 

RXN00523 - kodierende Region 

ATGAGCCTTAGCCATCAACTCAAGCGCCAGCGCGCATCGCGCAACTCCCGCAGGTGGCTGATTGTTGCGGCATTGGGCGTCGT 
CACGCTTGGTATTTTTGCTTTTTCTTTGATGTGGGGCGAGGTGTTTTATGGCCCTGCTCAGGTGCTGAAAGTGTTGTCTGGAC 
AGCAGGTTCCCGGCGCGAGTTATTCCGTTGGCGTGTTGCGTTTGCCGCGCGCGGTGATGGGTTTGACTGCGGGTTTGGCGTTT 
GGCGCGGCGGGCGTGATTTTTCAGACGGTGTTGCGTAATCAGTTGGCGTCGCCGGATATTATCGGCATTTCTTCTGGCGCGTC 
GGCGGCGGGCGTAATTTGCATTGTGTTTTTCGGGATGTCGCAGTCTGCAGTGTCGGCGATTTCTTTGTGTGCGTCCTTGGCTG 
TGGCGTTGTTGATTTATCTGGTGGCGTATCGCGGTGGTTTTTCGGCCACGCGTCTGATTCTTACCGGCATTGGTATTGCTGCG 
1c . . , ATGCTGAATTCATTAGTGTCGTATTCGCTGTCCAAGGCTGATTCTTGGGATCTGCCGACCGCGACGCGCTGGCTTACCGGCTC 
.ill GCTCAATGGTGCGACGTGGGATCGTGCGATGCCGCTGATTGTCACCACTGTGGTACTCATTCCGGTGCTGGTGGCTAATGCGG 
^GCAATGTGGATCTTATGCGTTTGGGCAATGATTCCGCGGTGGGTTTGGGCGTTGCTACTAATCGCACGCGCGTCATTGCGATT 
ATTGCCGCTGTTGCGCTCATCGCCGTTGCTACCGCTGCATGCGGCCCGATCGCATTCGTGGCGTTTGTGTCTGGCCCCATTGC 
CGCGCGCATTTTAGGCTCCGGCGGATCGCTCATCATCCCCTCCGCACTCATCGGCGGGTTGATCGTGCTCATCGCCGACCTAA 
TTGGCCAATACTTCCTCGGCACCCGCTACCCCGTCGGAGTTGTCACCGGCGCATTCGGCGCCCCATTCCTTATCTATTTACTC 
ATTCGTTCCAACCGCGCGGGAGTAACCCTG 

RXN00523 - 3' -Region 

TGACCACCAACCATCAACTATCC " • 



BASF Aktiengesellsckaft ,,9^18,. 0.7, r 0Q50/50626 DE 



RXN01285 translatiert von RXN01285 ( 1049 ) von 1 bis 726 

LNVTIPDNTPTAIIGPNGCGKSTLLRGFSRVLNPQHGKVLLDGRQLDSPKPKEIARELGLLPQTSIAPEGIRVYDLIARG 

RAPYQSLIQQWRTSDEDAVAQAI^STNLTELAARL^ 

LRAFNEAGKTWTVLHDLNQAARYADHLIV^ 

ga ; 

RXN01285 - kodierende Region 

ctcaacgtcaccatccccgacaacaccttcaccgccatcatcggccccaacggctgcggcaaatccaccctgctccgcgg 
tttctcccgcgtgctcaatccgcagcacggcaaagtgcttctcgacggtcggcaactcgattcattcaagcctaaagaga 
tcgcccgagaactaggcctgctgccacagacctccatcgccccagaaggcatccgggtttacgatctcatcgcgcgcggg 
cgcgctccctaccaaagcctcatacaacaatggcgcacctccgacgaagacgccgtcgcgcaagcgctcgcctccacgaa 
tctcaccgaacttgcagctcgcctcgtcgatgaactctccggtggcgagcgccaacgagtgtgggtggccatgttgctcg 
cccagcaaacaccgatcatgcttctcgacgagcccaccaccttcctcgacatcggccaccaatacgaactcttggaattg 
ctgcgcgcattcaacgaggccgggaaaactgtggtcactgtgcttcacgatctcaaccaagccgcccgctacgccgacca 
cctcatcgtgatgaaagatgggcacgtacatgccacgggcacaccggaggaagtcttaactgccgagatggttcaaggag 
tttttggcctgccctgcatcatctccccagaccccgtcacaggaacccccaccgtcgttcccctcagtcggtctcgcgca 

GGAGCT 

RXN01285 - 3' -Region 
TAAGTAGCTACCCCTCCAACGGA 



BASF Aktiengesellschaft ... ft9?j618 , . O.3. 0050/50626 DE 
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RXN00368 translatiert von RXN00368 { 9416 ) von 1 bis 1575 
MRLGVTtfLIVAGLFITPLALWGLALGGNQFPALVTOS 

SPLLIPPFIGAIAWLQLFGKNQGINRFFGTEVWDIYGADGVTFLLIVHSYPTVYIIVSAALRQLPSDLEQAARIAGADTFTVL 
RTITLPLLKPALLSAFTLTTVANLADFGIPALLGSPARFETLATMIYRFMESGTVSNPLQWSTIGIVLLFLGIAAVTADYLV 
SLYAASKLQDAGTPHRFTLNKSRIPVSVTTWI IALI ITAAPLLGLAYRALLPAPGVPFNLDNITLNNFEAALSNPRVIEGFSN 
SLMLSLGAALICGVLGWLIGVLITRTQHFAWPLTLTVLLPTALPGMIIGVGWLILGRYTGIYNTPWVILGAYVCAFTALWQ 
AVRGPLSQAPEAIEEAARISGAGRLRSIMDTTGAMAIPAAFAGAVLVAVTAVRELTVSILLIAPGTTTLGVQVFNLQQAGNYN 
QASALSLMFAI IGIVALALTVRSQKEF 

. RXN00368 - 5' -Region 
TTCTTCCAAAACGCAATGAACTAGTTTTCCTATGCAGTTATCTCCTTCAAATACGTCGACGCAGCGCTTTCACATCTCTGCGT 
TGACGTCTTTGTCTTTC 

s \ 

RXN00368 - kodierende Region 

ATGCGTCTGGGTGTGTGGCTGATTGTCGCGGGGTTGTTTATCACTCCGTTGGCGCTGGTGGTGGGCTTGGCGTTGGGAGGCAA 
TCAGTTTCCTGCTCTGTGGGATTCCGGATTGGGCAAAGCCCTATGGAATTCCGCGTATACAACAGTGCTTTCTGCGGTGGGCG 
CGACCATTATCGGCACGATCATGGCTCTCACGCTGGACCGAACTGATGTTTTCGGGCGCACCGCGTTGCGGTTATTTTTGTTA 
TCCCCGCTGTTGATCCCTCCGTTTATTGGGGCTATTGCGTGGTTGCAGCTGTTCGGGAAGAACCAGGGCATCAACCGGTTTTT 
CGGCACGGAAGTGTGGGATATTTACGGCGCTGATGGTGTGACATTTTTGTTGATTGTGCACTCCTATCCCACTGTGTACATCA 
.^^^TGTTTCGGCAGCTCTGAGGCAACTTCCTAGTGATTTGGAGCAAGCTGCACGGATCGCQGGGGCGGATACTTTTACGGTGTTG 

^Bzgcaccatcacactcccactgctcaaacctgcattgttgtcggcgtttactcttaccacagtggcgtuvcctcgccgactttgg 
cattccagctctgttgggatcgccagcgcgttttgaaaccttagccaccatgatttatcgcttcatggaatccggcaccgtga 
gcaatccattgcaggtggtatccaccattggcatcgtgttgttgttcctgggaatcgcagcagtaaccgcggattatctggtg 
tctttgtacgcggcatcaaagttgcaagacgcaggaacaccgcatcgctttactctcaacaaatcacgaatcccagtcagcgt 
gatcacgtggatcatcgcgttgatcatcaccgccgccccgctgctgggtctggcatacagagcattactgcctgccccaggtg 
.tgccgttcaacctagacaacatcacgctcaacaactttgaagcagcactgagcaatccacgagtaatcgaaggattcagcaac 

TCCCTCATGTTATCCCTGGGTGCAGCCCTAATCTGTGGGGTGCTGGGATGGCTGATCGGAGTGCTCATCACCCGAACCCAGCA 
TTTCGCCAACGTACCGTTGACACTCACTGTGCTGCTTCCCACCGCACTGCCGGGCATGATCATCGGCGTCGGCTGGCTCATTT 
TGGGCAGATACACCGGAATTTACAACACACCTTGGGTGATTTTGGGTGCATATGTGTGTGCTTTTACCGCGCTGGTTGTCCAA 
GCTGTACGCGGACCACTCAGTCAAGCACCCGAAGCAATCGAAGAAGCCGCACGAATCAGCGGCGCAGGCAGATTACGATCCAT 
CATGGACACCACCGGAGCGATGGCAATTCCCGCAGCTTTCGCCGGCGCAGTGCTGGTTGCGGTAACTGCGGTTCGAGAGTTAA 
CCGTGTCCATTTTGCTCATCGCGCCGGGCACCACCACCCTGGGTGTGCAGGTGTTCAATTTGCAGCAGGCGGGAAATTACAAT 
CAGGCATCGGCGTTGTCGTTGATGTTTGCGATTATCGGTATCGTGGCGCTCGCGTTGACGGTGCGCAGCCAGAAGGAGTTT 

RXN00368 - 3' -Region r ^ 

TAGGTGTCATCGATCAAATTGCG 
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AGQIDFAITGNTPPIIGGPTNTKWSAYNNDALGDVILVAPDSSITSVADLAGKKVAVARGSSAHGHLIQQLEKAGVSVDDVE 
INLLQPSDAKAAFQNGQVDAWAVm)PYSSQAELEGAQVLVRGAGLVSGHGFGVASDEALDDPAKEAALADFLDRVADSYEWAE 
DNTDEWATIFSQESGFDPEASQLNTRSLRHQVPLDESVNTYQNALIDAFVSAGLVEDFNFEDTVDTRFEG 

. RXN02613 - 5' -Region 

AGATATGCCCGGCGATCGCCGCACCCACCCCTCCTTTGCCTCCTACACCGCTCAACTCCTTGAGTGGCTCGAAATCACCACAC 
CTGC CTAG AAAGAAATC 

RXN02613 - kodierende Region 

ATGAAATTTAAGAAAATCGCCCTCGTTCTCGCCTTCGGTCTAGGCCTTGCATCCTGCTCATCAGCTTCTGGCGATCCCGCCAC 
. CAACGCCGATGGATCCATCGATCTGAGCAAAGTAACCCTTAACATCGGTGATCAAATCGCCGGAACAGAACAAGTGCTCCAAG 
CTTCAGGGGAGCTAGATGATGTCCCTTATAAAATCGAATGGTCATCATTTACCTCTGGACCACCCCAAATCGAAGCATTAAAC 
GCAGGTCAAATTGATTTCGGGATCACCGGAAACACCCCACCGATCATCGGCGGCCCCACCAACACCAAAGTGGTCTCCGCCTA 
CAACAACGATGCTTTAGGTGATGTCATCTTGGTCGCCCCGGATTCTTCAATAACCTCGGTGGCTGACCTTGCTGGAAAGAAAG 
TGGCTGTCGCCCGCGGATCCAGCGCCCACGGACACCTCATCCAACAACTAGAAAAAGCAGGCGTGAGCGTTGACGACGTAGAA 
ATCAACCTCCTCCAACCCTCCGACGCCAAAGCCGCTTTCCAAAACGGCCAGGTAGATGCGTGGGCAGTGTGGGATCCCTACAG 
• v CTCACAGGCGGAACTGGAAGGAGCTCAAGTTTTGGTCAGGGGAGCGGGACTGGTCAGTGGGCATGGATTTGGTGTCGCAAGTG 
' X v t J.A TGAAGCGCTCGATGACCCCGCAAAGGAAGCCGCCTTGGCAGATTTCCTCGATCGCGTGGGCGACTCTTATGAATGGGCTGAA 
/ ^^^GACAACACCGATGAATGGGCGACGATTTTCAGCCAAGAATCCGGCTTTGATCCGGAGGCCTCTCAACTGAACACCCGCAGCCT 
GCGCCATCAGGTGCCGCTCGACGAGTCCGTCAACACCTATCAGAAGGCGCTTATCGACGCTTTCGTCTCCGCGGGTCTCGTTG 
AGGACTTTAATTTCGAGGACACCGTAGACACCCGATTTGAGGGC 

RXN02613 - 3" -Region 
TAAGTATGTCTGAGTATGGCAAA 
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RXN02614 trans 1 a tier t von RXN02614 ( 5216 ) von 1 bis 729 

MTATLSLKPAATVRGLRKSYGTKEVLQGIDLTINCGEVTALIGRSGSGKSTILRVLAGLSKEHSGSVEISGNPAVAFQEPHLL 
PWKTVLDNVTFGLNRTDISWSEAQERASALLAEVKLPDSDAAWPLTLSGGQAQRVSLARALISEPELLLLDEPFGALDALTRL 
TAQDLLLKTVNTRNLGVLLVTHDVSE AI ALADHVLLLDDGA ITH S LTVD I PGDRRTH P S FAS YTAQLLEWLE I TT PA 

RXN02614 - 5' -Region 

TCATTGTATACGCCACCCTCGGTCTGCTGTCTGAAGCGCTGATCAGAGCTTGGGAACGTCACACCTTCCGCTACCGAAACGCA 
TAAGAAAGTTGCTCGCC 

RXN02614 - kodierende Region 

ATGACTGCCACATTGTCACTCAAACCCGCAGCCACTGTCCGTGGATTGCGCAAATCATACGGAACTAAAGAAGTCCTCCAAGG 
AATCGACCTCACCATCAACTGCGGCGAAGTAACCGCGCTGATCGGACGCTCAGGTTCAGGAAAATCCACCATCC.TGCGCGTGT 
TGGCGGGCCTATCTAAAGAGCATTCCGGCTCTGTAGAAATTTCCGGAAACCCGGCCGTTGCCTTCCAAGAGCCTCGCCTGTTG 
CCGTGGAAAACGGTGCTCGATAATGTGACCTTTGGCCTCAACCGCACTGATATTTCCTGGTCAGAAGCACAAGAACGCGCCTC 
GGCACTGCTTGCAGAAGTCAAACTTCCCGACTCCGACGCCGCCTGGCCCCTCACGCTCTCCGGCGGCCAAGCCCAGCGCGTCT 
CCCTTGCGCGAGCGCTCATCTCCGAGCCAGAGCTTTTGCTTCTCGACGAACCCTTCGGCGCCCTCGATGCTCTGACAAGACTG 
ACAGCCCAAGACCTGCTGCTCAAAACCGTGAACACCCGAAACTTGGGAGTTCTGCTGGTCACCCATGATGTTTCCGAGGCCAT 
CGCCCTGGCCGACCACGTCCTTCTTCTTGACGACGGCGCCATCACACACAGTTTGACTGTAGATATCCCCGGCGATCGCCGCA 
i CCCACCCCTCCTTTGCCTCCTACACCGCTCAACTCCTTGAGTGGCTCGAAATCACCACACCTGCC 




JkxN02614 - 3' -Region 
TAG AAAG AAATCATGAAATTT AA 




BASF Aktiengesellschaft .,9$ft$18...,' „ 0.7,, ft050/50626 DE 

• > t » » » » > » * » 



RXN02547 translatierb von RXN02547 ( 8918 ) von 1 bis 2139 
LELNNAARLTVT>EYPAAREALESAGQRNVEDRT 

LID PNN AEWE PWQR I LGGF AAEMLV PH G L L PRV RDWVNA KH L AA L L K FNG WTTGE Y KT S R F PAD S L I R KVDW E S P F RD WV 
NQELGKRFNIRCVRTPEELSALGPRDQGVTILGVRKFAQ 

AWQAADNRIAANRAELRELERQYQASQEILKVSWAQIDVESADAAIAELDRLLEELNNTPEATELSARHEAAKQTLARVSDL 
LVAAQSEETVASMNLKRAETELKRLESLPVAEVSEEIAREVEKLFLANTRRVHAANVDEQTIALREDLDKQIDANEAELRRCE 
NQ I VGI LRS YI ETWPANRADLQAEPEFVGEAINRLGELRSDRLAEFTAKFLGLMNEMSTRNLGQ I SRRLRDARRE IEERIEPI 
NASLAQSEFNEGRFLHIDIRDQSGPIVREFQQKLDAATSGDLGTSTEKQAFARYALIAEIISKLASHDSADARWRNTVLDTRR 
HVRFIGLERDSDGATVNTYVDSASLSGGQAQKLVFFCLAAALRYQLAEPGAHYPTYATVILDEAFDRADPAFTRQTMNVFHSF 
GFHMVLATPLKL IQTLGD YVG ST I WS YTEKPNAQGA I QGNS S F SR I EK 

RXN02547 - 5» -Region 4 > 

GGGGGCGTCGATAAGCGAAGAACAATTAGCACTGCGCGCGCTGGTCTGACGCATTGGTTAAGGGGCTGGCGGTCCGGGGCCGG 
AATCGGCGGAGGAGCTT 

s 

RXN02547 - kodierende Region 

TTGGAGCTCAACAACGCTGCGCGGCTGACCGTGGATGAGTATCCGGCGGCGAGGGAAGCGCTTGAATCTGCAGGTCAGAGGAA 
TGTAGAGGACCGAACCCGTGCGGTTGATGAGTTCAAAGCGGCGGATCAAGAGCTGTCTTCTTTGAGTAAAGGCAGCAGTAATA 
TTGAGTACCGTTTGCTGCAGGTGCGGGAAAATTTGTGTCAGGATTTGGGCGTGAGCGCGCGGGATATGCCCTTTGCCGGTGAG 
->X,CTGATTGATGCGAATAATGCGGAATGGGAACCCGTTGTGCAGCGCATTTTGGGTGGTTTTGCTGCGGAAATGTTGGTTCCTCA 
^PTGGGTTGTTGCCACGGGTTCGGGATTGGGTAAATGCCAAACATTTGGCAGCGCTGCTGAAATTCAACGGCGTGGTGACAACGG 
GGGAGTACAAAACCTCiSCGTTTTCCGGCGGATTCCCTGATCCGAAAAGTTGATGTTGTGGAGTCGCCGTTTCGCGATTGGGTA 
AATCAAGAATTAGGCAAGCGTTTTAATATTCGGTGCGTGCGCACTCCTGAGGAATTGTCGGCGCTGGGGCCACGCGATCAGGG 
CGTGACCATTTTGGGTGTGCGAAAATTTGCGCAGCAGACAGGCGATCCGACGACGCGTTGGGAAAAAGATGATCGCCGAAAGC 
TGGGGGATCGTTCCACATACCGTTTGGGTTCCACCAATGATGCCAAGGTGGAAACGCTTCGGGAAACCGTGAAAGCTGGCAAA " 
GCAGTTGTGCAGGCAGCTGATAATCGCATTGCTGCAAACCGCGCTGAGCTGCGGGAACTTGAACGGCAGTATCAAGCTTCGCA 
AGAAATTTTGAAAGTGTCGTGGGCTCAGATTGATGTGGAATCAQCCGACGCGGCGATTGCTGAGCTGGACCGATTGCTGGAAG 
AGCTGAACAACACTCCAGAGGCCACCGAGCTTTCCGCGCGGCATGAGGCGGCGAAGCAGACGCTCGCGAGGGTTTCTGACTTG 
CTTGTCGCAGCTCAGAGTGAGGAAACCGTGGCGTCGATGAACCTGAAACGCGCCGAAACTGAATTGAAACGGCTCGAAAGCCT 
GCCGGTTGCGGAGGTTTCTGAAGAAATCGCGCGGGAAGTGGAGAAACTATTTCTTGCCAACACCCGCCGGGTTCACGCCGCCA 
ACGTGGATGAGCAGACCATTGCGCTGCGCGAGGATCTGGACAAACAAATCGATGCCAATGAGGCAGAACTTCGACGTTGTGAA . 
AACCAAATTGTTGGCATTTTGCGCAGCTATATTGAAACGTGGCCTGCGAACCGCGCTGACTTACAAGCCGAACCTGAGTTTGT 
TGGTGAGGCCATCAACCGCCTCGGCGAGCTTCGCAGCGATCGTTTGGCAGAATTCACGGCCAAATTCCTAGGGCTCATGAACG 
AGATGTCCACCCGAAACCTCGGCCAAATCTCGCGGCGTCTACGTGATGCGCGCCGGGAAATCGAGGAGCGCATCGAGCCGATC 
AACGCCTCCTTGGCGCAGTCGGAATTCAACGAAGGTCGCTTCCTGCACATCGACATCCGTGATCAAAGTGGTCCGATTGTGAG 
GGAATTCCAGCAGAAACTTGATGCCGCTACCAGCGGTGACCTGGGAACCAGTACCGAGAAACAAGCCTTCGCCCGTTATGCGC 
TGATCGCTGAAATCATTTCCAAACTCGCCTGCCACGACTCCGCCGACGCCCGCTGGCGCAACACCGTTCTAGACACCCGCCGC 
CACGTTCGCTTCATCGGCCTCGAGCGCGATTCCGACGGCGCAACCGTCAACACCTACGTCGACTCCGCATCACTTTCAGGCGG 
/ ACAAGCCCAGAAGCTGGTGTTTTTCTGCCTCGCCGCTGCCTTGCGCTACCAGCTAGCCGAACCCGGCGCCCATTATCCCACCT 
J| ACGCCACCGTCATTCTGGACGAAGCCTTCGACCGCGCCGACCCCGCCTTCACCCGCCAAACCATGAACGTCTTCCACAGCTTC, 
-^GGCTTCCACATGGTGCTCGCGACCCCGCTGAAACTTATCCAAACCCTGGGCGATTATGTCGGCTCCACCATC 
CACCGAAAAACCAAACGCCCAGGGCGCAATTCAGGGCAATTCCAGTTTCTCTAGGATCGAGAAA 

RXN02547 - 3» -Region 

TAACATGCCATTGTTTATCGACG 

\ 



\ 
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RXN01604 translatiert von RXN01604 ( 7962 ) von 1 bis 648 

MNTPLLRSSGLSIRDTPFADVEIAPDSGLTLLSTGRESQSSSFSLVLSGRMRASTGTIELNGEPIKATKLAKHVALAGIPEID 
SLERLVTVRTWREQLAWSSPWYLMVPRDISDSGRVm)VEKHLGLNLNPKTLIGDLSVLERFKLRIALALLARPEAQLLVVDD 
PDQVRSMELRAEVLHALKGVAEDLPWWSTNPDFDSLADTALTITGAGN 

RXN01604 - 5» -Region 

CTCTCATGTTGTTGTCCTCTAGTTGACAGCGGGGGTGGTGGTGGTCCTAAAATAGCCTACGATAACTGATAGTGTTTCCTCCA 
CTTACGGAAGAAGATAC ' ^ 

RXN01604 - kodierende Region. 

ATGAATACCCCTCTTTTGAGAAGCTCTGGGCTCTCCATCCGCGACACACCCTTCGCCGATGTTGAGATAGCTCCAGACAGCGG 
ACTCACTTTGCTGAGCACCGGGCGCGAATCCCAATCCAGTTCCTTTTCTTTGGTACTTTCCGGCCGCATGCGCGCCTCCACCG 
GAACCATCGAATTAAACGGCGAACCCATCAAGGCAACCAAGCTGGCCAAGCATGTGGCTTTGGCGGGCATCCCTGAAATCGAT 
TCACTCGAGCGACTTGTCACTGTGCGCACCGTTGTCCGTGAACAACTCGCCTGGTCAAGCCCTTGGTACCTGATGGTGCCCAG 
GGATATTAGTGATTCGGGACGGTGGGTTGACGTCGAAAAGCATCTTGGCCTGAACCTGAACCCTAAAACCTTAATCGGCGACC 
TCAGCGTGCTCGAGCGTTTTAAGCTGCGGATCGCGCTGGCGCTGCTGGCGCGGCCAGAGGCGCAACTGTTGGTCGTGGATGAT 
CCCGATCAAGTGCGCAGCATGGAATTGCGTGCGGAGGTGTTGCACGCATTGAAAGGCGTTGCAGAGGATGTCCCTGTGGTCGT 
GGTATCCACCAACCCAGATTTTGATTCCTTGGCCGATACCGCTTTGACCATTACGGGGGCTGGAAAC 
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RXN00456 translatiert von RXN00456 ( 2097 ) von 1 bis 1377 

VLQALLAIMVSLSVAAILEGNRALVGLLLATTLGL^ 

DLTAVRNWVALGIVPMVTGLPLIAIVLVALFIQDLRTG 

GELLHATGAIDRELNAVTRDSDRWIAAVRRSWATGFSRALMAMAASLGTVSIVISGHLEVSEVAGIMM 
VVEYRQNYKAATRILIPLLQRGSEFKHSQQKLPGLQATEGIPGVY^ 

VNGQRLSQLPLKQRRALIGIASAHHHLSRGSVSRLVGLRVPDATVEEIEQALEQVGLNNTGKQRLKNGGHPWSTSQINKLKIA 
SATLRTPPLLVLEGITPENLLNY PGVI I STVQENPSETWRQVNI 

RXN00456 - 5» -Region 

CTCACCAACCCGGAGATCGfCACAGCGGTGCTAACGGATCATGCCTAGCTTATGGCGTGCTCGTCGCAGACTTTTGCTCATTG 
CCCTAGGTGTACTTGGT 

RXN00456^ - kodierende Region ^ 

GTGCTGCAGGCACTGCTGGCGATCATGGTGTCGTTGAGCGTAGCCGCCATACTTGAGGGAAACCGAGCACTTGTTGGATTGCT 
GCTTGCTACCACGTTGGGTTTGGGGGTGGCGCAGTGGATTCAAAAAGTAGTGGCAGAAGATCTAGGCCAGCATTATGTGCATG 
AGGTGCGTCGTGAATTGGTGGGTGCTGCGCTGGTGGCTGGAAATACGGCCTC.GTTGGGCGTGACTGTCACCCGAGCCAGCAAT 

gatctcaccgcggtgcgcaattgggtggctttgggcattgttccgatggtcaccgggctgccgttgattgcgattgtgctggt 
ggcgttgtttatccaagatctccgcacaggcgtggctgttactgtgccactggtcatgtgtgtagccgtgctgccggtggtgg 
\cgcggtggactttgaaaagagcacgtgaactacgcaaaaaacgtggacgcatggctgcgcggatcgcagattctgtcatggct 
ov^gagaattactgcacgcaacaggagcaatagaccgtgagctcaatgcagtcacccgagattccgaccgagtggtgatagctgc 
^IRgtaagacgttcctgggccaccggttttagccgcgcattgatggccatggcagcctcgcttggcactgtcagcattgtgattt 
ctggccacctggaagtaagtgaggttgcgggaataatgatgcttcttggcgttcttgccactccagttgcagaacttggccgc 
gtggtggaatatcgccaaaattataaagccgcgacacgcatcctgattccacttctgcaacgaggctcagaatttaaacactc 
ccaacaaaaactacccgggttgcaagcaacagaaggaatccccggtgtctatgtcaaaggtatttccgcccttcctggagaac 
ggatctacctccacggctctgcagatgcgacgagaaaatgggtcacctcgttgtctgcaatggaggaaggcacagatgtaata 
gtcaacggtcaaaggctttcgcagcttcctttgaaacaacgacgcgccctcatcggaatcgcctcagcacaccaccacttaag, 
ccgtggttcagtatcgcgcctggttggtttgcgagtgccggatgccaccgtggaagaaattgagcaagcactggaacaagttg 
gtctgaacaacaccgggaaacaacgcttgaaaaacggcggacacccctggagtacttcgcagatcaacaaactgaaaattgcc 
agcgccacccttcgaaccccaccgcttttggtacttgaaggcatcacccctgaaaacctcctcaactatcccggagtgatcat 
ctccaccgttcaggagaacccatccgaaacatggcggcaagtgaacatc 

RXN00456 - 3* -Region 
TAATCTAGAAACATGGCAGGACG 



i ; 



J 



BASF Aktiengesellsciiaft ,,S#?,618,, 0.3$, Qp50/50626 DE 

. > * » * » » i>»> 

i » i t i i » I » » 

f »!»»»» »)»»*» 

* • » » » > -» » » 



RXN00243 translatiert von RXN00243 ( 3186 ) von 1 bis 1017 

VTSEQALDPIHPGQFRLSRIQLINWGTFHGTVDIPVTREGILVTGGSGSGKSTLIDAITAVLLPQGKLRFNSAAQANTPRNKG 
RSLVTYIRGAWRAQEDPLQDQIVSTYLRPRATYSLVGLTYSNGEGVEHTLVAIFYLKSGHNLTSDISSYYGVFPVDQDINALL 
DFLKEGIDKRQIRAAFKEAIFSEQHSVFSGRFRSRLGISSEEALLLLHRAQSAKDLQSLDDLFRDYMLVEPDTFSIAKTAVEQ 
FQDLEGAYEQVEDIKRQIHTLDPLVQLKNRREKAQQSKDHANALKKALPTVGNRIKKEEQEPLVRQFTVEQTQRSRRWSPPKL 
RQIVPAK s ' 

RXN00243 - 5' -Region 

CACTGCGCCAGATTTTTGATGCCGACACTGTGGCAGGTGTGCGCGCTGAGTACGAAAAATT.TAACAAAGCAGCCCATGATGGA 
. AATGAAGAGGAACAGAA 

RXN00243 - kodierende Region 

GTGACCAGCGAACAAGCTTTAGATCCTATCCACCCAGGTCAGTTCCGTCTTTCTCGGATTCAGTTGATCAACTGGGGAACCTT 
CCACGGAACGGTGGACATTCCTGTGACCAGGGAAGGAATCTTAGTTACCGGTGGTTCGGGATCAGGAAAATCCACGCTGATTG 
ATGCGATCACGGCGGTATTGCTTCCGCAAGGAAAGCTGAGGTTTAACTCTGCCGCACAGGCTAATACTCCGCGGAATAAGGGA 
CGCAGTTTGGTTACCTATATCCGTGGCGCTTGGCGTGCGCAGGAGGATCCGCTGCAGGATCAGATTGTCTCCACGTACCTACG 
TCCCCGCGCAACCTATTCGCTGGTTGGATTGACTTATTCCAACGGTGAAGGCGTCGAGCACACCTTGGTGGCTATTTTCTATC 
TGAAATCGGGACACAATTTAACCTCCGATATTTCTTCATATTATGGTGTGTTTCCCGTTGATCAAGACATCAATGCGCTGCTiG 
\GATTTCCTGAAAGAGGGCATCGATAAACGCCAGATCAGAGCTGCTTTCAAGGAAGCCATCTTTAGCGAGCAGCATTCTGTATT 
.^CTCCGGCAGGTTTAGAAGCCGTTTGGGGATCTCCAGTGAGGAAGCTTTGCTGTTGTTGCACCGCGCGCAGTCGGCGAAAGATC 
IjBltTCAAAGCTTGGATGATCTATTTCGGGATTACATGCTGGTGGAACCGGATACGTTCAGCATTGCCAAAACTGCCGTGGAACAA 
TTCCAAGACCTTGAAGGTGCTTATGAGCAGGTCGAAGATATTAAACGGCAGATCCACACCCTGGATCCTTTGGTGCAGCTGAA 
GAATCGGCGAGAGAAAGCGCAACAGTCCAAAGATCATGCCAATGCACTGAAGAAGGCGCTGCCGACTGTCGGGAATCGCATTA 
AGAAGGAAGAGCAAGAACCGCTGGTTCGACAATTTACTGTCGAGGAAACGCAGCGAAGTCGAAGGTGGAGTCCGCCAAAATTG 
AGACAGATCGTGCCCGCGAAA 



RXN00243 - 3' -Region 
TGAAAACCCTCGCGCACGACAAC 
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RXfl00411 translatiert von RXN00411 (,5242 ) von l bis 675 > 
MNEMILAADWNRLGPTFQTAIIDTLLMVIITMWAGLLGLVVGLLLYTTRAGGILKNKV 
KPLTVAVT4GTSIGRDAGIFV1WVAAIFSVARIVEQNLVSIDPGVIEAARSMGASPMRI IATV 
DMSAMVGYIGGGGLGDFAiVYGYRAFDNEVMYVAVLVIVIIVQAAQLLGNWLSKKIMRR 

RXN00411 - 5' -Region 

CATTTGGCAAAATGACTGTTCGACTCACCGGCAACACCGCTGCGATTGAAGAGTTCTATCAAACCTTGACGAAGACCACGACC 
ATCAAGGAGATCACCCG ' 

RXN00411 - kodierende Region ; 
ATGAACGAGATGATCCTCGCAGCTGACTGGAACCGGCTAGGACCCACCTTCCAAACAGCCATCATTGACACCCTGTTGATGGT 

CATCATCACCATGGTGGTGGCTGGCTTACTGGGTCTTGTCGTCGGCCTGCTGCTTTACACCACCCGCGCTGGTGGAATCTTGA 

AGAACAAGGTCATCTACACCATTTTGAATGTGCTGGTGAACTTTGTTCGACCCATCCCATTCATTATTTTGATCGCCGCCATC 

AAGCCACTAACGGTCGGCGTCATGGGCACCTCCATCGGCCGAGATGCCGGCATCTTCGTCATGGTTGTCGCAGCGATT^TTCTC 

TGTGGCTCGAATCGTGGAGCAAAACTTGGTCTCCATTGATCCTGGTGTCATCGAGGCAGCTCGCTCCATGGGTGCGTCCCCGA 

TGCGCATCATCGCCACCGTGATCATTCCAGAAGCACTTGGACCATTGGTTCTGGGTTACACCTTCCTGTTCATCGCGATCGTC 

GATATGTCCGCAATGGTCGGCTACATCGGTGGCGGTGGTCTTGGTGACTTCGCCATTGTTTACGGCTACCGCGCCTTCGACAA 

CGAAGTTATGTACGTTGCCGTCCTGGTTATCGTCATCATCGTGCAGGCAGCCCAGCTTCTGGGCAATTGGCTGTCCAAGAAGA 

v TCATGCGCCGC 




'RXNO 0411 - 3 1 -Region 
TAAACCTCTTGCATAGAAAAACC 




\ 



< 
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RXN00412 translatiert vpn RXN00412 ( 7568 ) von 1 bis 1080 ■" 

VSHTASTPTPEEYSAQQPSTQGTRVEFRGITKVFSNNKSAKTTALDNVTLTVEPGEVIGIIGYSGAGKSTLVRLINGLDSPTS 
GSLLLNGTDIVGMPESKLRKLRSNIGMIFQQFNLFQSRTAAGNVEYPLEVAKMDKAARKARVQEMLEFVGLGDKGKNYPEQLS 
GGQKQRVGIARALATNPTLLLADEATSALDPETTHEVLELLRKVNRELGITI VVITHEMEVVRSIADKVAVM 
YEVFSNPQTQVAQKFVATALRNTPDQVESEDLLSHEGRLFTIDLTETSGFFAATARAAEQGAFVNIVHGGVTTLQRQSFGKMT 
VRLTGNTAAIEEF ; YQTLTKTTTIKEITR f 

RXN00412 - 5' -Region 

CTTTTGACGAACACCACGTCGCGTACGCTTCCTCGGGGCGTTAAACTATTTGTCTTCCAGCTTTTGTCCCCCGACTTTtGTAC 
GAATCGAGGACACCGTC 

RXN00412 - kodierende Region 

gtgtcac'acagcgcgtccacaccgacgccagaggaatactccgcgcagcaacccagcacccagggcactcgcgttgagttccg 
cggcataaccaaagtctttagcaacaataaatctgctaaaaccaccgcgcttgataatgtcactctcaccgtagaacccggtg 
aggtaatcggcatcatcggttactctggcgccggcaagtccactcttgtccgcctcatcaa'tggccttgactcccccacgagc 
ggttcgttgctgctcaacggcaccgacatcgtcggaatgcccgagtctaagctgcgtaaactgcgcagtaatatcggcatgat 
tttccagcagttcaacctgttccagtcgcgtactgcggctggaaatgtggagtacccgctggaagttgccaagatggacaagg 
cagctcgtaaagctcgcgtgcaagaaatgctcgagttcgtcggcctgggcgacaaaggcaaaaactaccccgagcagctgtcg 
gqcggccagaagcagcgcgtcggcattgcccgtgcactggccaccaatccaacgcttttgcttgccgacgaagccacctccgc 
tttggacccagaaaccacccatgaagttctggagctgctgcgcaaggtaaaccgcgaactgggcatcaccatcgttgtgatca 
fcccacgaaatggaagttgtgcgttccatcgcagacaaggttcctgtgatggaatccggcaaagttgtggaatacggcagcgtc 
tacgaggtgttctccaatccacaaacacaggttgctcaaaagttcgtggccaccgcgctgcgtaacaccccagaccaagtgga 
atcggaagatctgcttagccatgagggacgtctgttcaccattgatctgactgaaacgtccggcttctttgcagcaaccgctc 
gtgctgccgaacaaggtgcttttgtcaacatcgttcacggtggcgtgaccaccttgcaacgccaatcatttggcaaaatgact 
gttcgactcaccggcaacaccgctgcgattgaagagttctatcaaaccttgaccaagaccacgaccatcaaggagatcacccg 

A 



RXN00412 - 3 ■ -Region 
TGAACGAGATGATCCTCGCAGCT 
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RXN02096 translatiert von RXN02096 ( 3261 ) von 1 bis 1692 

MGLDVSDEQIEHAARLAQAHDFIDRLPNKYEEVIGERGLTLSGGQRQRIALARAFLAHPKVLVLDDATSAIDASTEDRIFQ 

REELHDVTILIIAHRHSTLELGDRVGLVEDGRVTALGPLSEMRDHARFSHLMALDFQDSHDPEFTLDNGSLPSQEQLWPEVST 

EKOYKILAPAPGRGRGMSMPATPELLAQIEALPAATEETRVDAGRLRTSTSGFKLLSLFKQVRWLVVAVIALLLVGVAADLAF 

pSSidngvqaqststlv^iaiagsvwllswaaaaintiitartgerllyglrlrsfvhllrlsmsyfertmsgri^r 
mSd^lssflqsglaqtvvsvgtligvvtmlaitdaqlalvalsvvpiiivltlifrrissrlytasreqasqvnavfhes 

? a gStaqmhrmedqvfdnyageaeef 

mfgpiqqlsqifdsyqqaavgfrritellatqpsvqiwaptgtlgrlprslyclttspsaiqtirs 

?gcS?gacgacctca?c?acagcgatatccgcaggaatctcatcgcggtttttgatgagccgt T cttgtactcctcctccat 
accgcgagaacatctcg 

caStacgaggaagtcattggcgaacgcggcctgacgctttctggtggtcaacgccaacgcatcgccctcgcacgggctttcc 
^gcatcccaaagtgttggtgcttgatgatgccacctctgccattgatgcctccactgaggaccgcattttccaggccttg 
' cgcSSgaaS^gatgtcaccattttgatcatcgcgcaccgccactccactttggagct^ 

\CGAAGATGGACGGGTAACAGCACTGGGACCGTTGAGTGAGATGCGTGATC 

^BEaaaagcagtac^gattcttgcgcctgcccctggtcgaggccgtggcatgtccatgccagcaacccctgagctgctcgccca 
?Sg???at?caagcaggtccgttggctcgtcgtcgcggtcatcgcgttgttgct 

CG^GTACTCCTTCTGTCCTGGGCCGCCGCCGC 

5g?g?SgcgSca?t?gtgcatc^ 
JgtggtcaccaSctcgccat^^^^ 

tSto?tccgacgcatcagctccaggctgtacaccgcttcacgcgagc^ 

ACG^TGCGTGTGAAATCCCAGACGGCCATCGCCATCTACTTCCCCGGCCTTGGCGCGCTCTCTGAAATCGCCCAGGCACTCG 

atgScggccccatccaacaactaagccaaatcttcgactcctaccaacaagccgccgtcg 

GCTCGCAACGCAGCCCAdCGTCCAGATCTGGGCACCAAGAGGCACGCTAGGCAGGCTGCC 
CGTCACCTTCGGCTATTCAGACGATCCGATCC 



RXN02096 - 3' -Region 
TAGACAACGTCACCGTCCAGATC 
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RXN00525 translatiert von RXN00525 ( 5915 ) von 1 bis 1263 

MSLAESILLALTSLRSNKMRALLTLLGVIIGIASVIGILTIGKALQDQTLNSLESLGANDLSAQVEERPDEDSPEPDMFAFSG 
AANSSGNLIPEETVT)TLRDRFAGSITGISVGGMGTQGTLIGDT^ 

VIAPDTFNTLFDANPNLALGSEVAFELNGQETFLRVIGVYKEAAAGGLVGSNPTVHTYTPYTVANDITHTEDGLNTLSIRAAQ 
GVDQDSLKGSLQTYFDALYANNDSHHVAMLDFRKQI^ 

KALGARRRDIRLQFWEAMIICFIGGILGVLLGGILGLIMSSAIGYISLPPLSGIVIALVFSMAIGLFFGYYPANKAAKLDPI 
DALRYE 

RXN00525 - 5' -Region 

CCATCGTGTTTATTACTCACAACCCTGAGCTTGC.TGATGT^ATCTGATCGGGTGGTCACCATGGTTGACGGGCGCATCATTGGG 
TCTGAGGTGAAACACTC 

RXN00525 - kodierende Region 

ATGAGCCTTGCAGAATCAATTCTTTTGGCGCTCACCAGCCTGAGAAGCAACAAGATGCGTGCATTGTTGACGCTGTTAGGAGT 
CATCATTGGTATCGCATCAGTCATCGGAATTTTGACCATTGGTAAAGCCCTGCAGGATCAAACTTTGAATAGTTTGGAAAGCT 
TGGGCGCGAATGATCTGTCGGCGCAGGTGGAGGAACGCCCCGACGAAGATTCCCCCGAACCCGATATGTTCGCTTTTTCTGGG 
GCTGCAAACTCTAGTGGCAATCTGATTCCGGAAGAAACAGTTGATAGGCTGCGCGATCGTTTCGCAGGCAGCATCACGGGAAT 
CAGCGTTGGCGGAATGGGTACGCAAGGCACTCTCATCGGCGACACCGCAGATCTTAAATCCGATCTCCTCGGCGTCAACGAGG 
ATTATATGTGGATGAATGGCGTCGAAATGAACTACGGCCGCGCCATCACGCAAGACGATGTTGCCGCTCAGCGCCCCGTTGCG v 
^ J GTCATCGCCCCAGACACCTTTAATACGCTTTTCGACGCAAACCCCAACCTCGCTCTGGGGTCCGAAGTAGCTTTTGAACTCAA 
^^CGGTCAAGAGACATTTTTGCGGGTTATCGGTGTGTATAAAGAAGCCGCAGCAGGTGGACTTGTGGGAAGCAATCCAACCGTCC 
V ACACCTACACCCCATATACGGTGGCCAATGACATCACCCACACGGAAGATGGATTGAACACGTTAAGTATCCGTGCAGCTCAG 
GGCGTAGACCAGGATTCACTTAAGGGTTCACTGCAAACCTACTTCGACGCGCTGTACGCCAACAATGACTCGCACCACGTTGC 
CATGTTGGACTTCCGTAAACAGATCGAAGAGTTCAACACCATTCTCGGCGCAATGAGTTTGGGTATCTCAGCCATCGGCGGAA 
TTTCCTTGCTTGTCGGTGGCATCGGAGTGATGAACATTATGTTGGTGTCTGTCACCGAGCGAACCCGCGAAATCGGTGTCCGA" 
AAAGCCCTCGGCGCTCGTCGAGGTGACATTCGCCTGCAATTCGTCGTTGAAGCCATGATCATTTGTTTCATCGGTGGCATCCT 
CGGCGTGCTTTTGGGCGGCATTTTGGGATTGATCATGTCCAGCGCTATTGGCTACATTTCCTTGCCACCACTGAGTGGAATCG 
TGATCGCCTTGGTATTTTCCATGGCTATCGGCCTGTTTTTCGGCTACTACCCCGCCAACAAGGCAGCAAAGCTCGATCCAATT 
GACGCCTTGCGTTATGAG 

RXN00525 - 3» -Region 

TAAAAGCCTCGTTTTTAAGGTAG , , • 
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RXN02515 translatiert von RXN02515 ( 4857 ) von 1 bis 756 

MSTLEIRNLHAQVLPSDESAEPKEILKGVNLTINSGEIHAIMGPNGSGKSTLAYTLGGHPRYEVTAGEVLLDGENILEMEVDE 
RARAGLFLAMQYPTEIPGVSVANFLRSAATAIRGEAPKLREWVKEVRTAQEALAIDPEFSNRSVNEGFSGGEKKRHEVLQLDL 
LKPKFAIMDETDSGLDVDALRIVSEGINSYKQETEGGILMITHYKRILNYVKPDFIHVFANGQIVTTGGAELADKLEADGYDQ 
FIK 

RXN02515 - 5' -Region 

GTGGCTAAGCACAGTTACTTGGCCAAGCTGGGCGGCAGAAAAACCGGCCCAGCT7\ATACTTCAGTTTAAAATTCGCTTCAACC 
CTGAAAGATTGTGACAG 

RXN02515 - kodierende Region 

ATGAGCACTCTTGAAATCCGTAACCTGCACGCACAGGTCCTGCCGTCCGATGAGTCCGCTGAGCCTAAGGAAATCCTCAAGGG 
CGTCAACCTCACCATCAACTCTGGTGAGATCCACGCCATCATGGGCCCTAACGGTTCCGGCAAGTCCACTCTTGCTTACACCC 
TTGGTGGACACCCACGCTACGAGGTAACCGCAGGCGAGGTCCTCCTCGACGC5CGAGAACATCCTGGAGATGGAAGTTGATGAG 
CGTGCACGCGCTGGTCTCTTCCTGGCCATGCAGTATCCAACTGAAATCCCTGGCGTTTCCGTTGCTAACTTCCTGCGTTCCGC 
AGCGACCGCAATCCGCGGCGAGGCTCCTAAGCTTCGCGAGTGGGTTAAGGAAGTCCGCACCGCTCAGGAAGCTCTGGCAATTG 
ACCCTGAGTTCTCCAACCGCTCAGTCAACGAAGGTTTCTCCGGTGGCGAGAAGAAGCGCCACGAGGTTCTGCAGCTTGATCTG 
CTGAAGCCAAAGTTCGCGATCATGGATGAGACCGACTCCGGCCTTGACGTGGATGCACTGCGCATTGTTTCCGAGGGCATCAA 
CTCCTACAAGCAGGAGACCGAAGGTGGCATCTTGATGATCACCCACTACAAGCGCATCCTCAACTACGTTAAGCCTGACTTCA 
) TTCACGTTTTCGCGAATGGCCAGATTGTGACCACCGGTGGCGCTGAGCTTGCTGACAAGCTCGAGGCTGACGGCTACGACCAG 
j|jfTTCATCAAG 



RXN02515. - 3 ' -Region 
TAACATGTCCGATTTCCTCAATG 
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RXN01946 translatiert von RXN01946 ( 7246 ) von 1 bis 1275 

IRKYSRLEEQFQSLGGYEADAEAAQICDNLGLEARILDQQLKTLSGGQRRRVELAQILFAATNGSGKSKTTLLLDEPTNH 
LDADSITWLRDFLAKHEGGLIMI SHDVELLGAVCNKIWYLDAVRSEADVYNMGESKYVDARALDEARRRRERANAEKKAG 
ALKDQAARLGAKATKAAAAKQMIARAERMIDNLDEI^ 

DKGSRVVVLGFNGAGKTTLLKLLAGVERTDGEGGIVTGYGLKIGYFAQEHDTIDPDKSVWQNTIEACADADQQSLRSLLG 
SFMFSGEQLDQPAGTLSGGEKTRLALATLVSSRANVLLLDEPTNNLDPISREQVLDALRTYTGAWLVTHDPGAVKALEP 
ERV I VL PDGTED LWNDQ YME I VE LA - - 

RXN01946 - kodierende Region 

ATCCGCAAGTACTCCAGGCTCGAGGAACAATTCCAGTCGCTCGGCGGCTACGAAGCTGACGCCGAAGCAGCCCAGATCTG 
CGACAACCTCGGCCTCGAGGCACGCATCCTCGACCAGCAGCTTAAAACCCTGTCCGGCGGCCAGCGCCGCCGCGTCGAGT 
TGGCGCAGATCCTCTTCGCCGCCACCAACGGCTCCGGCAAATCAAAAACCACATTGCTTCTCGACGAGCCCACCAACCAC 
TTGGACGCAGACTCGATCACCTGGCTCCGTGACTTCCTGGCGAAGCACGAAGGTGGACTGATCATGATTTCGCACGACGT 
CGAACTGCTTGGCGCCGTATGTAACAAGATTTGGTACCTCGACGCAGTACGCAGCGAAGCCGATGTCTACAACATGGGCT 
TTAGCAAATACGTCGATGCACGTGCACTCGATGAAGCACGCCGACGCCGTGAGCGCGCAAACGCCGAAAAGAAGGCCGGA 
GCCCTCAAGGACCAGGCTGCACGCCTCGGCGCGAAAGCAACCAAGGCTGCCeCAGCTAAGCAGATGATCGCCCGTGCGGA 
ACGAATGATCGACAACCTCGACGAAATCCGCGTAGCTGACGGCGCCGCCAACATCGTTTTCCCAGAACCAGCACGCTGTG 
GAAAAACCCCACTCAACGCCAAGGGCCTGACCAAGATGTACGGCTCCCTCGAAGTCTTCGCCGGCGTCGACCTAGCCATC 
GACAAAGGCTCCCGCGTAGTCGTCCTCGGATTCAACGGTGCAGGTAAAACCACCCTGCTCAJ^CTCCTCGCCGGTGTGGA 
ACGCACCGACGGCGAAGGCGGCATCGTCACCGGATACGGCCTCAAAATCGGCTACTTCGCCCAGGAACACGACACCATCG 
ACCCCGACAAATCCGTCTGGCAAAACACCATCGAAGCCTGCGCCGACGCCGACCAACAAAGCCTCCGCAGCCTCCTCGGA 
TCCTTCATGTTCTCCGGCGAACAACTCGACCAACCAGCAGGAACACTCTCCGGCGGTGAAAAAACCCGCCTCGCACTGGC 
CACCCTCGTGTCCTCCCGCGCAAACGTCCTGCTTCTCGACGAGCCCACCAACAACCTTGACCCGATCTCCCGCGAACAGG 
TCCTCGACGCACTGCGCACCTACACCGGCGCAGTCGTCCTGGTTACCCACGACCCGGGTGCAGTCAAGGCCCTTGAGCCA 
GAACGCGTCATCGTGCTTCCTGATGGCACCGAGGATCTTTGGAATGATCAGTACATGGAAATCGTGGAATTGGCG 

RXN01946 - 3 '-Region 
TAGGTTCTAAGGCTGTTTATGCT 
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RXN01881 translatiert von RXN01881 ( 7932 ) von 1 bis 435 
MANLINLENVSKTWGLKTLLDGVSLGVQTGDRIGVVGLNG 

VADWLGPLGLEVFEWASNATVRDVLGGLGIVTDLGLDTKVGKPFPVGEAPTHQPGRRAGSRP 
RXN01881 - 5' -Region 

ACCGGCCCTGCGGCCTCAACCGCCGACCAGCGCGGCGCACACATTTTGACTGTTTCATAATAAAGACAAACTTAAGTATCGGA 
GTCGAAGAAAAACCACA 

RXN01881 kodierende Region 

ATGGCCAATCTGATTAATCTCGAGAACGTCTCCAAAACCTGGGGATTAAAAACGCTTCTCGACGGTGTCTCCTTAGGTGTTCA 
AACCGGCGACCGCATTGGCGTCGTCGGCCTCAATGGTGGCGGAAAAACCACCCTGCTGGAAGTACTTACTGGCATCGAAAAGC 
CGGATCAGGGCCGTGTGTCTCACAACTCTGACCTGCGCATGGCTGTGGTGACGCAGCGTGCTGAACTCAATGATGACGACACC 
GTCGCTGACGTGGTGCTTGGACCTTTGGGTTTGGAAGTTTTCGAATGGGCATCAAACGCCACGGTGCGCGACGTCCTCGGTGG 
C?TTGGGCATTGTCGATCTTGGCCTTGACACCAAGGTGGGCAAACCTTTTCCGGTGGGCGAAGCGCCGACGCACCAACCTGGCC 
GCCGCGCTGGTTCGCGACCT 

RXN01881 - 3' -Region \ 
TGACCTGATCGTGCTCGACGAGC , /' 
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RXN01602 translatiert von RXN01602 ( 2220 ) von 1 bis 1530 

MAKTHIRLQDLSLSYTSTPLITKLNITVSSGQCAVIVGENGRGKTTLLRALAREFPPSAGEILTHGTVAIAHQHMPAGDLSVG 
EICDEAIRDSKNALEELERAGALLETNTAHALDGYQQALDAAEVLDAWNAEHRLEKALRSFGAITDRSRALSELSIGQRYRVR 
LACLIGGDADILLLDEPTNHLDRGALNYLTEAITSHKGVVLVVSHDQALIKDVADFI IDIDSTPDGLPRI YHEGFDSYRRQRS 
ALLETWRQDYAAAQTVQQQLQEDLEHARQRVNSSWKPPKGTGKHTRASRAPGWQALKRAQDALDSKALDVPPAPAPLLLPTL 
KVRPDKPM^FSDLFVPHRLRLPGSHSVVSGDKIVITGDNGAGKSTLIEVLSGVLTPASGSVANHARTGVLGQESLVGEVPSI 
ARDHAVKWGLLSVEESRFALQEFSIGQRRRLDLAMSLAGNPELLLLDEPSNHLSMHLVSALTEWLDTTAAAVIMVTHDRQLLR 
DTAHWRHIELKS 

RXN01602 .- 5' -Region . _ y ' 

TGCAGGCCACATGCCTCCCAGTGCCGTCTCTGCACGTTGATTTTCCCCTGCCACGACTGGTCGCAGGGCGACTTTCTAGCACT 
TTTAAAGGAATTTTTTA ' • 

RXN01602 - kodierende Region p ' 

ATGGCTAAAACCCATATTCGGTTACAGGACCTTTCCCTGTCATACACCTCAACCCCGTTAATTACGAAGCTCAATATCACTGT 
TTCTTCTGGACAGTGCGCAGTGATTGTTGGTGAGAATGGTCGAGGTAAAACCACACTTCTGCGAGCACTGGCTCGAGAATTCC 
CGCCATCTGCAGGTGAGATTCTCACTCATGGCACGGTAGCAATTGCTCATCAACACATGCCTGCAGGTGATCTGTCCGTCGGA 
GAGATCTGTGATGAGGCAATTCGTGATTCAAAGAATGCTCTCGAAGAGCTTGAGAGAGCTGGAGCTCTACTTGAGACAAACAC 
^TGCGCACGCACTTGATGGATATCAACAAGCCCTTGATGCCGCTGAAGTGCTTGACGCATGGAACGCTGAACATCGATTAGAAA 
^^AGCTCTGCGGAGCTTTGGCGCGATCACCGATAGATCCCGTGCACTCAGTGAGCTATCGATCGGGCAAAGGTATCGGGTACGG 
^JJcTGGCCTGCCTCATCGGTGGCGATGCTGATATTTTGCTTCTCGATGAACCCACCAATCATCTTGACCGGGGCGCGCTTAACTA 
TCTCACCGAAGCCATAACCTCCCACAAAGGTGTGGTACTTGTTGTTTCTCATGATCAAGCACTGATCAAAGATGTCGCGGATT 
TCATCATCGATATTGATTCAACCCCAGACGGCCTACCACGGATCTATCATGAGGGTTTTGATTCTTATCGACGCCAAAGGAGT 
GCGCTTCTTGAAACTTGGAGGCAGGATTATGCCGCTGCACAAACTGTGCAACAGCAATTGCAGGAGGATCTAGAGCACGCACG 
CCAGCGGGTGAATTCTTCGTGGAAACCTCCAAAAGGAACGGGAAAACACACTCGCGCATCTCGGGCTCCCGGAGTGGTGCAGG 
CCTTAAAGCGAGCACAGGATGCGTTGGATAGCAAAGCGTTGGACGTTCCCCCGGCTCCGGCCCCATTGCTTCTGCCTACCTTG 
AAAGTGCGACCAGATAAACCCATGGTGGACTTTTCGGACCTTTTTGTACCCCACCGCTTGCGTCTGCCAGGCTCACATTCAGT 
GGTATCAGGTGACAAAATAGTGATCACTGGTGACAACGGCGCTGGCAAATCAACGCTCATCGAAGTCTTGTCTGGGGTTTTGA , 
CTCCGGCAAGTGGTTCGGTTGCAAACCATGCCCGAACTGGGGTTCTCGGCCAAGAATCACTTGTCGGCGAGGTGCCATCAATA 
GCACGAGATCACGCAGTTAAGTGGGGACTTTTAAGTGTTGAGGAGAGCCGATTTGCCCTACAGGAATTCTCAATTGGTCAACG 
CAGAAGACTAGATTTGGCCATGTCGTTAGCTGGCAATCCTGAACTGTTGCTTCTCGATGAACCTTCGAACCATCTGTCTATGC . 
ACTTGGTTTCCGCACTTACAGAGTGGCTGGACACGACCGCGGCTGCAGTGATCATGGTAACGCATGATCGACAGCTACTCCGC 
GATACGGCTCATTGGAGGCACATCGAGTTGAAATCT 

RXN01602 - 3» -Region 
TAAGAATTCGCAAGGGCTTTCAC 
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RXN01212 translatiert von RXN01212 ( 3583 ) von 1 bis 924 

MPMTTTPAIDVTDLVRTYGDYTAVKGLNFHVQRGEVFGLLGTNGAGKTSTLEVIEGLSAPSSGTVRISGLDPVADRAILRPEL 
GIMLQSGGLPSQLTVAETMDMWHGTCTYPRAIKDVLADVT5LLHREWKVGALSGGEQRRLDLACALLGDPSILFLDEPTTGLD 
PESRRHTWQLLLDLKQRGVTMMLTTHYLEEAEFLCDRIAIMNAGEIAVEGTLDELVAREKSIISFVLRGGQVELPVLSGAEII 
RDNNHVRIATTTLQQHTLEILTWAAETGIALEGFAAKPATLESVFMDIASLENTSLQTA 

RXN01212- 5' -Region 

TTTAGAAGCCACATGACATATGTCATG7VAAATTATGTGCAAAGTGCAGTAATACTCCTGACATATGGCTCTACCAGCGCCAAT 
GCGAAGTAGGAAGAATT 

RXN01212 - kodierende Region 

ATGCCTATGACAACGACACCAGCAATCGACGTAACAGACCTCGTGAGAACCTACGGCGACTACACCGCAGTCAAGGGCCTGAA 
TTTCCATGTACAGCGCGGTGAAGTATTTGGTCTGCTCGGCACCAACGGGGCCGGCAAAACCTCCACCTTGGAAGTCATCGAAG 
GACTTTCCGCACCCAGCTCCGGCACCGTGCGCATCTCCGGGCTTGACCCCGTTGCCGACCGCGCGATCCTGCGCCCCGAGCTC 
GGCATCATGCTGCAATCAGGCGGCCTGCCATCACAGCTCACCGTCGCCGAAACCATGGACATGTGGCACGGCACCTGCACGTA 
TCCGCGCGCCATTAAAGATGTGCTTGCCGACGTCGACCTCCTACACCGCGAAAACGTCAAGGTCGGCGCGCTTTCCGGAGGCG 
AACAACGACGCCTTGATTTGGCCTGCGCACTGCTTGGCGACCCCTCAATT.TTGTTCCTCGACGAACCCACCACGGGCCTCGAC 

ccagaatctaggc'gccacacctggcaactcctgctggacctgaaacagcgcggcgtcaccatgatgctgaccacccactacct 
ggaggaagccgaattcctctgcgaccggattgccatcatgaacgccggtgagatcgcagtggaaggcaccttggatgaactgg 

irGGCCCGCGAGAAGTCGATCATCAGTTTCGTGCTGCGTGGCGGGCAGGTGGAGTTGCCGGTCTTGAGTGGGGCTGAAATCATC 
PbGCGACAACAACCACGTCCGCATCGCCACCACCACCCTGCAGCAGCACACCTTAGAAATACTTACCTGGGCTGCAGAGACCGG 
GATCGCGCTGGAAGGCTTCGCTGCAAAACCCGCCACCTTGGAATCCGTATTCATGGACATCGCCTCACTCGAGAACACCTCGC 

TGCAAACCGCC 

RXN01212 - 3' -Region 
TAGAATCTTTAAGGAGACCACAA 
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RXN01191 translatiert von RXN01191 ( 2562 ) von 1 bis 1590 
VGGLVT>KLLATPSMRDVWFALLIVAGG 

DSREVSTAASTWPLMVQAGFTWI SAFGMAAVTJWRLGLVGLVAIPLYWTTLRV^LPRSGPLYTREREAFGVRTQRLVGAVEG 
AETLRAFRAEDTELKRIDAASGEARDISISVFRFLTWAFSRNNRAECITLVLILGTGFYLVNIDLVTVGAVSTAALIFHRLFG 
PIGTLVGMFSDIQSASASLIRMVGVINAASNQVSGTSPASASTALTLFDVSHHYHTAPVIKNASVQLEPGEHIAIVGATGAGK 
STLALIAAGLLSPTSGQVALGGSSFSNVEPEALRQKIAMVSQEIHCFRGSVLDNLRIARPEATDADIHAVLADIGDSWLERLP 
QGIDTIVGDGAFRLTSVENQIMALARVHLADLAIVILDEATAESGSDHAKQLEDAALKVTENRSAIIVAHRLNQAKTADRIIV 
MDSGEI IESGTHEELRAIGGRYEQLWTAWSAR 

RXN01191 - 5' -Region 

CGCTGCTTTCACGCAACTGAAACCGCACCGGATCAAGTTATTTGGGGTTGTTCTTTGTGGCGTGTTGGTGGCCGTCGCGGGGT 
TGGTAGGGCCCTGGGCG 

RXN01191 - kodierende Region 

GTGGGTGGACTCGTCGATAAGCTCCTTGCAACCCCGAGCATGCGCGACGTTGTAGTGTTCGCGCTGCTTATCGTGGCTGGCGG 
CGTTGTTTCGAGCCTGGGCACGTGGTGGGGCAGCGCGCTGATGGCGGGCGCGTTGGAGCCGGCGATCGCGGGGCTGCGCGAGG 
ATGTGTTGCGCGCGGCGGTGAGTTTGGATGCGAACACGATTGAAACGGCGGGGCGCGGCGACGTGATTTCGCGTATCGCGGAT 
GATTCGCGGGAGGTGTCCACTGCGGCGAGCACCGTGGTGCCGCTGATGGTGCAGGCGGGCTTTACCGTGGTGATTTCCGCGTT , 
TGGCATGGCGGCGGTTGATTGGCGCCTCGGCCTTGTCGGTTTGGTCGCGATCCCGCTGTATTGGACCACGTTGCGCGTCTATT 
,^T ACCCCGCT.CAGGTCCGCTTTATACGCGTGAGCGCGAGGCCTTTGGGGTGCGCACGCAGCGGCTTGTCGGCGCAGTCGAAGGC 
IjjJbcGGAAACCTTGCGCGCTTTCCGCGCAGAAGATACAGAATTAAAGCGTATCGACGCAGCCTCCGGCGAAGCCCGCGACATTTC 
' CATTTCTGTTTTCAGGTTCCTCACATGGGCATTTTCCCGCAACAACCGCGCGGAATGCATCACCCTCGTGCTCATCTTGGGCA 
CCGGCTTTTACCTGGTCAACATCGATCTGGTCACCGTCGGCGCAGTCTCAACCGCCGCACTGATCTTCCACCGACTCTTCGGT 
CCAATCGGCACGCTCGTGGGCATGTTCTCCGACATCCAATCCGCCAGCGCATCGCTGATCCGCATGGTGGGCGTTATTAACGC 
GGCATCGAACCAGGTCAGGGGCACCTCGCCGGCGTCTGCCAGCACCGCTTTAACGCTTTTCGACGTCTCCCACCACTATCACA 
CTGCACCCGTCATCAAGAATGCATCCGTGCAGCTGGAACCAGGGGAACACATCGCCATTGTiGGGTGCGACCGGCGCTGGTAAA 
AGCACGCTCGCCCTCATTGCGGCAGGCCTGCTCAGCCCAACTTCCGGGCAGGTGGCTGTCGGCGGATCGAGTTTTTCTAACGT 
CGAACCGGAAGCATTGCGCCAGAAGATCGCGATGGTCAGCCAAGAAATCCACTGCTTCCGAGGATCTGTTTTAGATAATCTTC 
GTATCGCACGCCCCGAAGCCACCGATGCGGACATCCACGCCGTTCTCGGCGATATTGGTGATTCCTGGTTGGAGCGCTTACCG 
CAAGGCATAGACACCATCGTGGGTGATGGCGCTTTCCGTTTAACCTCTGTGGAAAACCAGATCATGGCGCTTGCTCGCGTACA 
TTTGGCCGACCTAGCAATCGTCATCCTTGATGAAGCAACGGCTGAATCAGGCTCTGATCATGCAAAACAGCTTGAAGATGCAG. 
CCCTTAAAGTCACTGAAAACAGATCAGCCATCATCGTGGCTCACCGCCTCAACCAAGCGAAAACCGCCGATCGCATCATCGTC 
ATGGACTCCGGAGAAATCATAGAATCTGGAACCCATGAAGAGCTTCGAGCGATCGGCGGCCGATATGAACAACTGTGGACTGC 
GTGGTCTGCGCGC 



RXN01191 - 3' -Region 
TAATTAGCCACCCAAGACCACGC 
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. RXN00733 translatiert von RXN00733 ( 1945 ) von 1 bis 885 

MSNTAGPRGRSHQADAAPNQKAQNFGPSAKRLFGILGHDRNTLIFVIFLAVLSVGLTVLGPWLLGKATNVVFEGFLSKRMPAG 
ASKEDIIAQLQAAGKHNQASMMEDMNLVPGSGIDFEKLAMILGLVIGAYLIGSLLSLFQARMLNRIVQSAMHRLRMEYEEKIH 
RLPLSYFDSIKRGDLLSRVTNDVTJNIGQSLQQTLSQ 
FAEQWKQTGILNARLEETYSGHAWKVFGHQKDVQEAFEEENQACV 

RXN00733 - 5* -Region 

ACGGCGAGGTTGTCGGTATTGGAACGCACACGAATTTGCTGAACACGTGCGGTACCTACCGTGAAATTGTTGAATCCCAAGAG 
ACTGCGCAGGCGCAATC 

RXN00733 - kodierende Region 

ATGAGTAATACTGCAGGCCCCCGCGGGCGTTCCCATCAGGCAGACGCCGCGCCGAATCAAAAGGCACAGAATTTCGGACCATC 
TGCCAAAAGGCTTTTCGGAATTCTAGGCCATGACCGTAACACCTTAATTTTTGTTATCTTCCTAGCCGTCCTGAGCGTTGGAC 
TTACCGTCTTGGGCCCATGGTTGCTGGGTAAAGCCACCAACGTGGTGTTTGAAGGATTCCTATCTAAGCGCATGCCGGCTGGT 
GCGTCAAAGGAAGATATCATCGCGCAGTTGCAGGCTGCAGGTAAACATAATCAGGCTTCCATGATGGAAGACATGAACCTTGT 
TCCAGGCTCAGGCATTGATTTTGAAAAATTAGCCATGATCCTCGGACTGGTGATCGGTGCTTATCTCATCGGTAGCCTGTTGT 
CGTTGTTCCAGGCGCGGATGCTCAACCGCATCGTGCAAAGTGCCATGCACCGGCTGCGCATGGAGGTGGAGGAAAAAATCCAC 
CGCCTACCGCTGAGCTATTTCGATTCCATCAAACGTGGTGATCTGCTTAGCCGTGTGACCAACGATGTGGATAATATCGGTCA 
ATCCCTGCAACAAACCTTGTCACAGGCGATCACTTCCCTACTGACCGTCATCGGTGTGTTGGTGATGATGTTTATCATCTCCC 
_CACTGCTCGCACTCGTGGCGCTGGTATCCATTCCGGTCACCATCGTGGTCACTGTGGTGGTTGCGAGCCGTTCCCAGAAACTC 
pi'TTGCGGAACAGTGGAAGCAGACCGGTATTTTGAATGCGCGCCTGGAGGAAACCTACTCTGGCCACGCCGTGGTTAAGGTTTT 
CGGACACCAAAAGGATGTTCAAGAAGCATTCGAGGAAGAAAATCAAGCTTGTGTA 

RXN00733 - 3' -Region 
TAAGGCCAGCTTTGGTGCCCAGT 
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RXN00164 translatiert von RXN00164 ( 2228 ) von 1 bis 1689 „„„„„„ 
VGRIPRAKWWFLGALVLLSAGAYASVLVPQVLGRIVTDLVSDGAQMRDFVELSVILIAVAIAGAVLSACGFyVVSRISEKIIAN 

LREDMVGTALGLPTHQVEDAGSGDLVSRSTDDVSELSAAVTETVPILSSSLFTIAATIIALFSLDWQFVLIPVWAPVYYFAS 

KH YLS KAPDRY AAERAAMAERARKVLEAI RGRATVRAY SMEDAMHNQ IDQA SW S VWKGI RARTTML I LNMWML F AEFLMLAV 
ALVIGYKLVIDNALTIGAVTGAVLMIIRLRGPMNMFMRVLDTIQSGYASLARIVGWADPPIPVPDSGVKAPQGKVELRNVSF 
SYGDSWAVKDIDITINSGETVAbVGASGAGKTTVAALLAGLRVPDQGQVLVDDFPVSHLSDRERIARLAMVSQEVHVFSGTLR 
ODbTLAKPDASDEELAHALGQVNALDWLESLPEGLDTWGARGIQLEPWAQQLALARVLLLNPAIVIMDEATAEAGSAGASA 
.LEEAADAVSKNRSALWAHRLDQASRADQILVMDKGEWESGTHQELLDHGGIYQRLWTAWSVGR 

CTGCTTTGCGGGAGGTTATGAAATGAGTGGG 

gcgaggtggcccggcag ' 

StggctcgtattccgcgggcgaJg?gg?ggtttttaggcgcg 
gc2gSgStcSggggcggat^tggatctggtgtccgatggcgcg^ 

Sgcgg?ggcaISg?cggcgc^ 
Sgagggaag^^ 

ctccaccgatgLgtctccgagctatccgcagcggtgacagagaccgtcccgattttaagttcctcactgtttacca^ 

ISacSatcattgcgctgttttctot 
gcactatotcagcaaggcgccggatcggtatgcggcaga^ 

ta?SgcgggcSgca!S 
tcctSKggg^ 

gcgttggtgatcggctacaagctggtcattgataatgcgctgacgatcggcgcggttaccggtgccgtgctgatgattattcg 
t^gcItSc'S 

ttgttgcggatccgccgattcctgtgcccgac 
IgSIt^gc^ 

cccaggtaagacgacggtcgccgccttgctggcgggcttgcgggtgccagatcaagggcaagtgcttgtcgacgacttccccg 

St^ac^ 

caggatctcaccttggctaaaccagatgcctccgatgaggaattagcgcatgctc^ 

SgSgaScSccagaaggactggacac^ 

?ggcJcggg?gSgtogc?c^ 

ctSgaS^ 

??agattctggtgatggataagggggaggttgtggaatccggtactcaccaggagttattggatcac 
gtctgtggactgcgtggagtgtcggaaga 

RXN00164 - 3 ' -Region , 
TAGTTGACTGTTCAATGCGTTGA 
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CORYNEBACTER IUM GLUTAMICUM-GENE, DIE PROTEINE CODIEREN, DIE AN 
DER MEMBRANS YNTHES E UND AM MEMBRANTRANS PORT BETEILIGT SIND 

• 5 Zusammenf assung der Of fenbarung 

Isolierte Nukleinsauremolekule, die als MCT-Nukleinsauremolekule 
bezeichnet werden und neue MCT-Proteine aus Corynebacterium 
glutamicum codieren, werden beschrieben'. Die Erfindung stellt 

10 zudem Antisense-Nukleinsauremolekule, rekombinante Expressions- 
vektoren, die MCT-Nukleinsauremolekiile enthalten und Wirtszellen, 
in die die Expressionsvektoren eingebracht worden sind, bereit. 
Sie stellt weiterhin isolierte MCT-Proteine, mutierte MCT- 
Proteine, Fusionsproteine,. antigene Peptide und Verfahren zur 

15 Verbesserung der Produktion einer gewunschten Verbindung aus 
C. glutamicum bereit, die auf- der genetischen Manipulation von 
MCT-Genen in diesem Organismus beruhen. 
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